Ruolo immunologico della proteina PPE44 di Mycobacterium tuberculosis nell'infezione tubercolare umana by CUCCU, BARBARA
Pagina | 1 
 
 
Università degli Studi di Pisa 
 
 
Corso di Dottorato in “Microbiologia e Genetica” 
“ Ruolo immunologico della proteina 
PPE44 di Mycobacterium tuberculosis 
nell’infezione tubercolare umana” 
Presidente: 
Chiar.mo Prof. Mario Campa 
 
Relatore:                                                  Candidata: 
Dott.ssa Laura Rindi                            Dott.ssa Barbara Cuccu 
 
 
 
 
A. A.  2009/2011-SSD MED/07 
Pagina | 2 
 
                                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                      Al mio adorato nonno
Pagina | 3 
 
 
Sommario 
1 RIASSUNTO ........................................................................................................ 5 
2 INTRODUZIONE .................................................................................................. 7 
2.1 La tubercolosi nel mondo .......................................................................................... 7 
2.2 Mycobacterium tuberculosis ...................................................................................... 9 
2.3 Patogenesi .............................................................................................................. 12 
2.4 La risposta immunitaria ........................................................................................... 15 
2.4.1 La risposta immunitaria innata ................................................................................. 17 
2.4.2 La risposta immunitaria acquisita ............................................................................ 21 
2.5 La tubercolosi latente .............................................................................................. 23 
2.5.1 Diagnosi di infezione latente .................................................................................... 23 
2.6 Prevenzione: il vaccino antitubercolare ................................................................... 26 
2.7 La famiglia delle proteine PPE.................................................................................. 29 
2.7.1 Le proteine PPE e la risposta immune innata .......................................................... 31 
2.7.2 Le proteine PPE e la  risposta immunitaria acquisita ............................................... 32 
2.7.3 Applicazioni pratiche delle proteine PPE ................................................................. 33 
3 SCOPO DELLA TESI ............................................................................................ 35 
4 MATERIALI E METODI ....................................................................................... 36 
4.1 Soggetti dello studio................................................................................................ 36 
4.2 Isolamento di cellule mononucleate da sangue periferico ........................................ 36 
4.3 Antigeni ed agenti stimolanti impiegati per la stimolazione dei linfociti T ................ 36 
4.4 Saggio ENZIME LINKED IMMUNOSPOT per IFN-γ (ELISpot) ....................................... 39 
4.5 Colorazione intracellulare delle citochine (ICS) ........................................................ 40 
4.6 Estrazione di DNA da sangue periferico e tipizzazione degli antigeni leucocitari umani 
(HLA)  ............................................................................................................................... 42 
Pagina | 4 
4.7 Espressione e purificazione  di rPPE44 in E. coli ........................................................ 43 
4.8 Espressione e purificazione  di rPPE44 in cellule di mammifero 293T ........................ 44 
4.9 Elettroforesi di proteine su gel di poliacrilamide (SDS-PAGE) e Western Blotting ...... 46 
4.10 Generazione di cellule dendritiche da monociti ....................................................... 46 
4.11 Antigeni impiegati per la stimolazione delle cellule dendritiche ............................... 47 
4.12 Caratterizzazione fenotipica delle cellule dendritiche .............................................. 47 
5 RISULTATI ......................................................................................................... 49 
5.1 RISPOSTA IMMUNE T ANTI-PPE44 ........................................................................... 49 
5.1.1 Produzione di IFN- in risposta a rPPE44 ................................................................. 49 
5.1.2 Risposta T ai peptidi sintetici di PPE44 ..................................................................... 51 
5.1.3 Risposta immune anti-p1L ........................................................................................ 52 
5.1.4 Polimorfismo allelico HLA dei soggetti rispondenti a p1L ........................................ 58 
5.2 INTERAZIONE DI PPE44 CON LE CELLULE DENDRITICHE ............................................ 60 
5.2.1 Espressione e purificazione della proteina ricombinante PPE44 ............................. 60 
5.2.2 Interazione di rPPE44 e del dominio PPE44160-382 con le cellule dendritiche ........... 61 
6 DISCUSSIONE .................................................................................................... 66 
7 BIBLIOGRAFIA .................................................................................................. 72 
 
Pagina | 5 
1 RIASSUNTO 
La tubercolosi (TB) rappresenta oggi la più importante infezione batterica umana a 
livello mondiale. Ad oggi, le principali strategie per il controllo della TB prevedono lo 
sviluppo di un nuovo vaccino, più efficace e sicuro di quello attualmente disponibile, e 
l’allestimento di un test immunologico efficace per la diagnosi di infezione tubercolare. 
Recentemente il nostro gruppo ha identificato un nuovo antigene di Mycobacterium 
tuberculosis, la proteina PPE44, membro della famiglia delle "proteine PPE". Sebbene il 
ruolo di PPE44 nell'infezione tubercolare non sia noto, è stato dimostrato che topi 
infettati con M. tuberculosis presentano una risposta immune verso PPE44 e che 
l'immunizzazione di topi con vaccini a subunità esprimenti PPE44 conferisce 
un'immunità protettiva verso M. tuberculosis paragonabile a quella indotta da BCG.  
La ricerca svolta ha avuto lo scopo di estendere lo studio della risposta immune 
verso PPE44 nell'infezione tubercolare umana valutando la frequenza di linfociti T 
secernenti IFN-γ mediante ELISpot e citometria a flusso in soggetti con infezione latente 
o TB in atto ed in controlli sani. E' stata così dimostrata una risposta immune IFN-+ 
verso PPE44 in un'altissima proporzione di individui con infezione tubercolare latente 
ed, in minor misura, in soggetti vaccinati con BCG. Inoltre, mediante l'impiego di peptidi 
sintetici di 20 aminoacidi, sovrapposti di 10, che ricoprono l'intera sequenza di PPE44, è 
stato identificato un epitopo T immunodominante CD4+/IFN-+, rappresentato dal 
peptide denominato p1L (VDFGALPPEVNSARMYGGAG), nella regione NH2-terminale 
della molecola PPE44 alla posizione aminoacidica 1-20. Al contrario, non è stata 
dimostrata una risposta T CD4+/IFN-+ verso PPE44 o verso l'epitopo p1L nella maggior 
parte (7 su 8) dei pazienti con TB attiva. I dati ottenuti suggeriscono un ruolo 
immunologico di PPE44 e del suo epitopo p1L che potrebbe essere importante per 
l'immunità protettiva e per la diagnosi immunologica dell'infezione tubercolare latente. 
Nella seconda parte del lavoro di tesi è stato approfondito il ruolo immunologico della 
proteina PPE44 nell'infezione tubercolare umana mediante lo studio della sua interazione 
con le cellule dendritiche (DC), cellule che svolgono un ruolo fondamentale nel dirigere la 
risposta immune anti-tubercolare verso un fenotipo protettivo o patologico. In particolare, 
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è stato effettuato uno studio fenotipico e funzionale dell’interazione tra PPE44 e DC umane 
valutando, mediante citofluorimetria, la presenza di marcatori di maturazione sulla 
superficie delle DC coltivate in presenza di rPPE44 o del dominio proteico rPPE44160-382. I 
risultati ottenuti suggeriscono l’assenza di interazione tra PPE44 e DC, dal momento che la 
proteina completa ricombinante rPPE44 o il suo dominio C-terminale di 222 aminoacidi 
PPE44160-382 non si sono dimostrati in grado né di indurre né di inibire la maturazione delle 
DC. 
In conclusione, i dati complessivamente ottenuti nella presente tesi di dottorato in 
modelli umani ex-vivo, hanno messo in luce l’importanza immunologica della proteina 
PPE44 e del suo peptide immunodominante p1L suggerendo un loro potenziale impiego 
quali antigeni protettivi in un vaccino a subunità, nonché per lo sviluppo di nuovi sistemi 
diagnostici volti alla determinazione dell’infezione tubercolare latente.  
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2  INTRODUZIONE 
2.1 La tubercolosi nel mondo 
 
La tubercolosi (TB) rappresenta la più importante malattia batterica a livello mondiale e 
la seconda più frequente causa di morte per malattia infettiva, dopo HIV/AIDS. 
Attualmente si stima che  circa un terzo della popolazione mondiale è infettata da 
Mycobacterium tuberculosis, ma solo in un decimo di esso si sviluppa la patologia. Sebbene 
tra il 1990 e il 2009 i tassi di incidenza della malattia si siano complessivamente ridotti ed i 
tassi di mortalità siano diminuiti del 35%, la TB rappresenta ancora un problema sanitario 
di primaria rilevanza. Secondo le stime più recenti fornite dall’Organizzazione Mondiale 
della Sanità (OMS, 2011), si stima che i soggetti affetti da tubercolosi nel mondo siano stati 
nel 2010 circa 12 milioni (pari a 178 casi per 100.000 abitanti) con un numero di nuovi casi 
stimato pari a circa 8,8 milioni e con 1,4 milioni di morti (di cui 350.000 casi tra i soggetti 
HIV-positivi), il 95% dei quali concentrati in Paesi in via di sviluppo dove le condizioni di 
povertà ed il declino economico si riflettono in inadeguate condizioni ambientali, igieniche 
e sociali. Infatti, la maggior parte dei nuovi casi stimati si sono verificati in Asia (59%) e in 
Africa (26%). Una più piccola proporzione di casi è stata rilevata anche nelle regioni del 
Mediterraneo orientale (7%), in Europa (5%) ed in America (3%) (Fig. 1). Inoltre, nel 2010 
sono stati stimati 650.000 nuovi casi di TB dovuti a ceppi con farmaco-resistenza multipla 
(MDR, multidrug resistant) (OMS, 2011).   
Nonostante la maggior parte dei casi e delle morti si verifichino nei Paesi in via di 
sviluppo, la TB è una malattia riemergente anche nei Paesi indistrializzati, quali gli Stati 
Uniti e, soprattutto, in Europa. Diversi fattori hanno contribuito a variare l’assetto 
epidemiologico della malattia nei Paesi industrializzati, e tra questi possiamo enumerare 
l’AIDS, i flussi migratori diretti soprattutto verso l’Europa, la decadenza delle infrastrutture 
preposte decenni fa al controllo capillare della TB nella popolazione (come i vecchi 
“dispensari antitubercolari” italiani) e la comparsa di ceppi MDR.  
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In Italia, dalla seconda metà del Novecento agli anni Ottanta si è assistito ad una 
progressiva riduzione della frequenza della TB nella popolazione, mentre negli ultimi 
venticinque anni il trend è stato sostanzialmente stabile. L’attuale situazione 
epidemiologica della TB in Italia è caratterizzata da una bassa incidenza nella popolazione 
generale e dalla concentrazione della maggior parte dei casi nelle classi di età più avanzata 
della popolazione italiana e negli immigranti provenienti da regioni geografiche ad alta 
endemia.  
 
 
 
 
 
Figura 1. Incidenza mondiale della TB nel 2010 (modificata da OMS, 2011) 
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2.2 Mycobacterium tuberculosis 
 
Mycobacterium tuberculosis venne isolato ed identificato come agente etiologico della TB 
nel 1882 da Robert Koch. Oggi sappiamo che M. tuberculosis è il principale agente 
etiologico della TB, ma non l’unico: malattie clinicamente indistinguibili dalla tubercolosi 
causata da M. tuberculosis sono causate anche da M. africanum e M. canettii, ad esclusiva 
circolazione interumana, e da M. bovis, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii, responsabili 
di zoonosi. Tutti questi micobatteri sono quindi riuniti nel cosiddetto Mycobacterium 
tuberculosis complex, per distinguerli dai "bacilli MOTT" (mycobacteria other than 
tuberculosis), batteri commensali o saprofiti in grado di dare talvolta infezioni 
opportunistiche in pazienti immunodepressi, e da Mycobacterium leprae, agente etiologico 
della lebbra, che non rientra nelle precedenti categorie per le sue peculiarità biologiche e 
clinico-epidemiologiche. 
M. tuberculosis è un germe di forma bastoncellare o lievemente incurvato, dalle 
dimensioni di 0.3-0.6 x 1-4 m, aerobio obbligato, immobile, a crescita lenta, caratterizzato 
da una parete estremamente ricca in lipidi (fino al 60% del suo peso secco) (Fig.2). 
Quest'ultima proprietà conferisce a questi microrganismi diverse caratteristiche peculiari, 
come l'impermeabilità a composti polari, l'acido-resistenza, la crescita sotto forma di 
aggregati di cellule e la resistenza ad una grande varietà di agenti chimici e biologici, quali 
detergenti, disinfettanti, lisozima, enzimi proteolitici e fattori del complemento. Inoltre, 
l'idrofobicità degli strati superficiali spiega la peculiare caratteristica tintoriale dell'alcool-
acido resistenza.  
La parete dei micobatteri si differenzia da un punto di vista strutturale e chimico sia da 
quella dei microrganismi Gram-positivi che da quella dei Gram-negativi. A costituire lo 
scheletro della parete sono presenti tre macromolecole legate covalentemente tra loro: il 
peptidoglicano, l'arabinogalattano e gli acidi micolici. Il peptidoglicano, localizzato nella 
parte più interna della parete, differisce da quello della maggior parte degli altri batteri in 
quanto presenta acido N-glicolil-muramico piuttosto che N-acetil-muramico. 
L'arabinogalattano, un polisaccaride costituito da residui di D-arabinosio e D-galattosio, è 
legato in modo covalente al peptidoglicano, mentre i suoi residui terminali sono esterificati 
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con acidi micolici. Questi ultimi sembrano essere esclusivi della parete dei micobatteri, 
oltre che delle nocardie e dei corinebatteri, e sono rappresentati da acidi grassi a lunga 
catena saturi (McNeil e Brennan, 1991). Associate al complesso acido micolico-
arabinogalattano-peptidoglicano ci sono numerose molecole con attività biologiche 
specifiche quali lipidi, glicolipidi, solfolipidi e proteine. Tra i lipidi riveste notevole 
importanza la molecola di trealosio 6-6' dimicolato, denominata fattore cordale, che svolge 
azione tossica su vari tipi cellulari in conseguenza alla stimolazione della NADasi. Un'altra 
classe di molecole lipidiche è rappresentata dalle cere, che sono esteri di acidi grassi 
combinati con alcoli monovalenti (cere vere e proprie) o polisaccaridi (glicolipidi o 
micosidi). Un micoside interessante è la cera D che è in grado di svolgere azione adiuvante 
e di indurre un'ipersensibilità di tipo ritardato. I solfatidi sono esteri di trealosio solfato, 
disposti superficialmente nella parete, e sono stati messi in relazione con la virulenza di M. 
tuberculosis.  
L'alto contenuto in lipidi della parete rende M.tuberculosis scarsamente permeabile ai 
nutrienti idrosolubili e contribuisce a determinare il tipico lento ritmo di crescita. Tale 
microrganismo non mostra esigenze nutritive particolari ed è capace di crescere in terreni 
sintetici semplici, anche se per il suo primo isolamento da materiali patologici vengono 
impiegati terreni di coltura particolarmente ricchi a base di uovo che consentono la crescita 
anche di piccoli inoculi a partire da campioni clinici polimicrobici. Alcune sostanze, come i 
detergenti, ne favoriscono lo sviluppo in quanto consentono una migliore dispersione dei 
batteri nei terreni liquidi o perché, come la sieroalbumina, sono in grado di rimuovere acidi 
grassi tossici presenti nel mezzo. 
 
 
 
Figura 2. Mycobacterium tuberculosis osservato mediante microscopia elettronica a scansione  
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Genoma di M. tuberculosis 
Nel 1998 è stato completato il sequenziamento del ceppo virulento di M.tuberculosis 
H37Rv (Cole et al, 1998). Il genoma è costituito da 4.411.529 paia di basi con un alto 
contenuto di guanosina+citosina e contiene circa 4000 geni codificanti principalmente per 
enzimi implicati nelle vie anaboliche e cataboliche batteriche. La maggior parte degli enzimi 
codificati, comunque, sembra essere implicata nella lipolisi o nella lipogenesi. Il genoma è 
ricco di sequenze ripetitive e di sequenze di inserzione, situate soprattutto in sequenze 
intergeniche o non codificanti. L’analisi genomica comparativa ha permesso di attribuire 
funzioni certe al 40% delle proteine individuate, e funzioni supposte sulla base di omologie 
di sequenza ad un altro 44%. Il restante 16% delle proteine identificate non mostra 
omologia con alcuna proteina nota, e potrebbe essere costituito da proteine che svolgono 
funzioni specifiche micobatteriche.  
I geni di M. tuberculosis possono essere raggruppati in 11 classi in base alla loro 
funzione, tra cui quelli codificanti proteine coinvolte nel metabolismo lipidico, proteine 
regolatorie, fattori di virulenza e le proteine appartenenti alla famiglie delle PE/PPE (Cole, 
2002). Il sequenziamento del genoma di M. tuberculosis ha fornito un nuovo ed ulteriore 
strumento per lo studio dei determinanti di patogenicità del bacillo tubercolare. 
 
Determinanti di patogenicità 
I determinanti di patogenicità di M. tuberculosis sono ancora poco noti. Si tratta 
probabilmente di molecole non solo proteiche, che conferiscono al batterio due importanti 
proprietà: la resistenza all’uccisione intracellulare nei macrofagi e la capacità di replicarsi 
anche all’interno dei fagosomi. 
Studi basati su efficienti strategie molecolari, tra cui saggi di complementazione genica, 
metodiche per lo studio dell’espressione genica e sistemi di mutagenesi, hanno permesso 
di analizzare l’espressione ed il ruolo di geni micobatterici in vivo e hanno portato alla 
identificazione di una serie di geni coinvolti nella virulenza di M. tuberculosis. Tali geni 
possono essere raggruppati sulla base del processo fisiologico nel quale intervengono in :  
(a) geni che codificano per proteine di secrezione;  
(b) geni implicati nella sintesi di componenti della parete cellulare; di particolare interesse 
sono i geni coinvolti nella sintesi e nel trasporto del ftiocerolo dimicocerosato, un lipide 
presente unicamente nei micobatteri patogeni, necessario per la crescita di M. tuberculosis 
nel polmone (Camacho et al, 1999; Cox et al, 1999);  
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(c) geni coinvolti nel metabolismo lipidico;  
(d) geni che intervengono nei processi di biosintesi di aminoacidi e purine; 
(e) geni responsabili della captazione di metalli;  
(f) geni implicati nella risposta allo stress ambientale;  
(g) geni che regolano la trascrizione genica, tra cui  i geni che codificano per fattori sigma e 
il repressore ferro-dipendente (Smith, 2003). 
Studi di genomica comparativa hanno permesso di evidenziare sequenze nucleotidiche 
presenti nei ceppi virulenti di M. tuberculosis ed assenti nel ceppo apatogeno M. bovis 
BCG. Di queste sequenze, indicate con il termine di “regioni di differenza” (RD), solo la 
regione RD1 sembra essere costantemente associata ai ceppi virulenti. Essa contiene nove 
open reading frames (ORFs) che esprimono, fra l’altro, una fosfolipasi C che potrebbe 
essere rilevante nella sopravvivenza del bacillo all’interno dei fagosomi, poveri di nutrienti 
(Cole et al, 1998). La regione RD1 esprime inoltre uno specifico sistema di secrezione 
chiamato ESX-1, in grado di trasportare all’esterno della cellula proteine immunogene del 
batterio, quali ESAT-6 (early secretory target antigen 6) e CFP-10 (culture filtrate antigen 
10) (Gordon et al, 2009). La funzione di queste proteine è ancora ignota, sebbene si pensi 
che intervengano nell’evasione dal fagosoma macrofagico.  
Funzionale alla patogenicità del batterio è anche la capacità di entrare in uno stato di 
dormienza metabolica quando esso è localizzato all’interno dei granulomi. Come già detto, 
M. tuberculosis è un batterio strettamente aerobio, ma l’ambiente ipossico che si realizza 
all’interno del granuloma sarebbe in grado di attivare uno specifico operone, detto della 
dormienza, in grado di rallentare le attività metaboliche del batterio. In condizioni 
favorenti, quali una riduzione dell’efficacia della risposta immune, il batterio sarebbe poi in 
grado di tornare allo stato metabolicamente attivo (Chao e Rubin, 2010). 
 
 
2.3 Patogenesi 
 
La principale via d’ingresso del bacillo tubercolare nell’organismo ospite è il tratto 
respiratorio. I batteri provenienti da un individuo con una lesione aperta, ovvero con un 
granuloma fluidificato che ha riversato il suo contenuto bacillifero nelle vie aeree, possono 
essere inalati da un soggetto sano. È opinione comune che serva un contatto stretto e 
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prolungato tra individuo malato ed individuo sano, affinché quest’ultimo possa essere 
infettato. Si calcola comunque che solo il 30% dei soggetti massivamente contagiati si 
infetti (Small e Fujiwara, 2001). 
La dose infettante è, in genere, molto bassa; sono sufficienti, infatti, poche o anche 
soltanto una singola unità infettante per superare l'apparato bronchiale mucociliare e 
raggiungere gli alveoli polmonari (Des Prez e Heim, 1990). Una volta depositati negli spazi 
alveolari, i micobatteri innescano un processo infiammatorio di tipo essudativo, seguito da 
un intenso accumulo di cellule fagocitarie. I bacilli vengono fagocitati dai macrofagi 
alveolari ed in gran parte uccisi, con la conseguente presentazione degli antigeni ai linfociti 
T e l’innesco della risposta immune. Questo processo porterà alla positivizzazione, in 6–8 
settimane, del test cutaneo alla tubercolina. Alcuni batteri tuttavia riescono a sopravvivere 
alla fagocitosi ed a moltiplicarsi in sede intramacrofagica, liberandosi poi nell’ambiente 
extracellulare. L’attivazione dei macrofagi da parte dei linfociti Th1 sembra essere cruciale 
per il contenimento dell’infezione in specifici granulomi. Il granuloma tubercolare, detto 
anche tubercolo, è costituito da un denso infiltrato di cellule mononucleate che circonda 
cellule epitelioidi e cellule giganti di Langhans, derivate dai macrofagi, che fagocitano i 
batteri. Le porzioni interne del granuloma, per effetto dell’ipossia e del danno da specie 
reattive dell’ossigeno e dell’azoto liberate dai fagociti, vanno incontro a necrosi caseosa, e 
possono anche essere sede di calcificazione distrofica. Attorno all’infiltrato cellulare è 
presente una intensa reazione connettivale fibrotica.  
Come mostrato in Figura 3, nel 90-95% dei casi, sebbene la risposta immunitaria non 
riesca a sterilizzare la lesione primaria, si assiste al raggiungimento di un equilibrio, per cui i 
batteri entrano in uno stato di dormienza controllati dalle cellule immunitarie, quali  
linfociti T CD4, CD8 , linfociti T γδ e linfociti T CD1-specifici (Flynn, 2004), e l’infezione non 
progredisce verso la malattia propriamente detta. M. tuberculosis è in grado di permanere 
decenni, ancora vitale, nella sede della lesione primaria instaurando così la cosiddetta 
"infezione tubercolare latente" (Kaufmann e McMichael, 2005). 
Solo il 5% dei soggetti infetti sviluppa la tubercolosi entro due anni dall'infezione, non 
riuscendo il sistema immunitario a contenere l’infezione. Un altro 5% dei soggetti infetti 
invece svilupperà la malattia più tardi nel corso della propria vita, in concomitanza ad un 
calo dell’efficacia della risposta immunitaria, come avviene per l’età avanzata, la 
malnutrizione, lo stress, l’utilizzo di farmaci immunosoppressori, diversi disordini 
ematologici e l’AIDS (Fig.4). In particolare, la progressione verso la TB dei pazienti 
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sieropositivi per HIV è accelerata e più frequente (Small e Fujiwara, 2001). La rottura del 
delicato equilibrio tra infezione e contenimento da parte del sistema immunitario si 
traduce nella ripresa della moltiplicazione dei micobatteri e nella formazione di lesioni 
granulomatose multiple che confluiscono e che, in seguito ad un processo di necrosi 
colliquativa, possono svuotare il loro contenuto bacillifero nel circolo ematico, favorendo la 
disseminazione metastatica dell’infezione (tubercolosi extrapolmonare), o nelle cavità 
bronchiali, favorendo la trasmissione ad altri soggetti. Praticamente tutti gli organi possono 
essere sede di metastasi, ad eccezione del muscolo, del pancreas e della tiroide. M. 
tuberculosis mostra un particolare tropismo per i reni, le ossa, il sistema nervoso e il 
tessuto linfoide (Small e Fujiwara, 2001). 
 
 
 
 
Figura 3. Immunopatogenesi della tubercolosi  
(modificata da Kaufmann e McMichael, 2005) 
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Figura 4. Trasmissione della TB e progressione dalla forma latente alla malattia  
(modificata da Small e Fujiwara, 2001) 
 
 
2.4 La risposta immunitaria  
 
La risposta immunitaria che si sviluppa in risposta all’infezione da M. tuberculosis è 
piuttosto complessa. Sia l’immunità innata che quella acquisita svolgono un ruolo 
fondamentale nel controllo dell’infezione tubercolare e nella progressione della malattia ed 
è la loro interazione a contribuire alle manifestazioni cliniche della TB.  
La resistenza acquisita nei confronti della tubercolosi e l’istaurarsi del conseguente 
stato cronico di latenza, si basa fondamentalmente sull'immunità cellulo-mediata, che 
normalmente si attiva in 2-6 settimane dall’ infezione primaria, e che vede coinvolti, 
fondamentalmente, i fagociti mononucleati e i linfociti T. Mentre i primi tipi cellulari 
rappresentano gli effettori principali della risposta immune, gli altri agiscono inducendo la 
protezione ed esaltando l'attività funzionale dei macrofagi reclutati. D'altra parte i 
macrofagi costituiscono anche l'habitat preferenziale per il micobatterio, e quindi svolgono 
un duplice ruolo nell'infezione tubercolare, promuovendo non solo la protezione nei 
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confronti della malattia ma anche la sopravvivenza dell'agente patogeno. Allo stesso modo, 
i linfociti T, pur essendo indispensabili per l'immunità protettiva, contribuiscono per alcuni 
aspetti alla patogenesi. E' quindi essenziale per una protezione ottimale una stretta e 
coordinata collaborazione tra i macrofagi e i linfociti T (Chan e Kaufmann, 1994).  
La prima popolazione cellulare che M. tuberculosis incontra non appena ha raggiunto gli 
alveoli polmonari, è quella dei macrofagi, i quali fagocitano il micobatterio e spesso lo 
uccidono. In questo primo stadio della risposta immune, l’uccisione dei micobatteri 
dipende dalle capacità microbicide intrinseche delle cellule fagocitiche e dalla presenza di 
fattori di virulenza dei micobatteri. M. tuberculosis ha infatti sviluppato dei meccanismi che 
gli consentono di evadere il sistema immunitario, impedendo così la sua uccisione, e che 
consistono nell’instaurarsi di una tolleranza nei confronti delle citochine e chemochine 
rilasciate dai macrofagi (Ferrara et al, 2008) e nell’impedimento della formazione del 
fagolisosoma (Kusner 2005; Vergne et al, 2005). Questo consente al batterio di moltiplicarsi 
all’interno del macrofago fino a determinarne la necrosi. Il rilascio dei batteri nell’ambiente 
extracellulare favorisce il richiamo di monociti ed altre cellule infiammatorie dal sangue al 
sito di infezione. Contemporaneamente i batteri vengono fagocitati della cellule 
dendritiche, ovvero cellule presentanti l’antigene che in seguito all’internalizzazione del 
batterio, migrano ai linfonodi secondari dove mettono in atto il meccanismo di 
presentazione degli antigeni micobatterici ai linfociti T naïve (sia CD4+ che CD8+) (Salgame, 
2005). L’accumulo di monociti, linfociti T, cellule dendritiche ed altre cellule infiammatorie 
(fibroblasti, cellule epiteliali e stromali) porta alla formazione del granuloma e dunque al 
contenimento dell’infezione tubercolare (Gonzalez-Juarrero et al, 2001). 
All’interno del granuloma sono presenti soprattutto macrofagi, monociti, cellule 
dendritiche e linfociti. Questi ultimi possono essere cellule CD4+ Th1, Th2 e Th17, cellule 
CD8+, linfociti T CD1+ e cellule della memoria. La complessa interazione tra queste 
cellule è schematizzata in figura 5. La tipologia di risposta immunitaria, cruciale nel 
contenimento dell’infezione, sembra essere quella Th1, che attiva i macrofagi rendendoli 
maggiormente in grado di uccidere i micobatteri (Kaufmann et al, 2010). 
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Figura 5. La risposta immunitaria nella tubercolosi 
 (modificata da Kaufmann et al, 2010) 
 
2.4.1 La risposta immunitaria innata 
 
I meccanismi attraverso i quali l’immunità innata media le difese dell’ospite nei 
confronti dei micobatteri sono rimasti a lungo sconosciuti, sebbene era noto che i 
macrofagi rappresentavano le principali cellule bersaglio per l’invasione e l’infezione da 
parte di M. tuberculosis. Negli ultimi 15 anni sono stati identificati e caratterizzati una serie 
di recettori noti come “Pathogen recognition receptors” (PRRs) attraverso i quali i 
componenti della superficie micobatterica vengono riconosciuti dalle cellule dell’immunità 
innata (Janeway  e  Medzhitov, 2002).  
 Tra questi recettori, un ruolo fondamentale è svolto dai “Toll-like receptors” (TLRs), 
una classe di recettori a singolo segmento transmembrana che riconosce motivi molecolari 
comuni a numerosi microrganismi patogeni. I recettori di tipo Toll caratterizzano le cellule 
dell'immunità innata e, quando attivati, scatenano una risposta di tipo infiammatorio. 
Inoltre, è stato dimostrato che l’attivazione dell’imminuità innata TLR-dipendente controlla 
lo sviluppo dell’immunità acquisita (Akira  et al, 2001). 
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Nell’infezione tubercolare, l’interazione iniziale tra il patogeno e le cellule 
dell’organismo ospite è mediata essenzialmente dal TLR2, dal TLR9 e dal TLR4. I più 
importanti ligandi presenti sulla superficie della cellula micobatterica  e che interagiscono 
con il TLR2 sono la lipoproteina di 19kDa, il fosfatidil-myo-inositolo mannoside (PIM), il 
lipomannano (LM) ed il lipoarabinomannano (LAM) (Noss et al, 2001; Ferwerda et al, 2005; 
Yang et al, 2007). Il TLR4 lega altri componenti della superficie batterica ancora non del 
tutto noti, mentre il TLR9 riconosce il DNA micobatterico a livello dei motivi CpG all’interno 
del compartimento endosomiale (Hemmi  et al, 2000) (Fig.6) 
 
 
 
            Figura 6. Interazione di M.tuberculosis con i TLRs e conseguente attivazione della risposta immune 
           (modificata da van Crevel et al, 2002) 
 
 L’interazione di questi ligandi con i TLRs innesca una cascata di trasduzione del segnale 
che culmina con l’attivazione del fattore NF-κB e quindi con la conseguente trascrizione di 
geni coinvolti nelle difese antimicrobiche dell’ospite.  Si ha in tal modo la produzione di 
citochine proinfiammatorie quali il fattore di necrosi tumorale (TNF-α), l’interleuchina 1 e 
12 (IL-1, IL-12), chemochine, molecole di costimolazione e deputate alla presentazione 
dell’antigene, l’ossido nitrico e peptidi cationici ad attività antimicrobica. (Jo, 2008; Xu et al, 
2007).  
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La produzione dell’ossido nitrico, degli intermedi reattivi dell’azoto (RNI) e degli 
intermedi reattivi dell’ossigeno (ROI) è uno dei principali meccanismi antimicrobici attuati 
dal macrofago in seguito alla fagocitosi del bacillo tubercolare. Tuttavia M. tuberculosis ha 
sviluppato diversi meccanismi di evasione che gli consentono di persistere all’interno del 
macrofago. E’ stato infatti dimostrato che il micobatterio è in grado di inibire l’accumulo 
della ossido nitrico sintetasi indicubile nel fagosoma, di interferire con l’acidificazione del 
fagosoma, di inibire la maturazione del fagosoma e la sua fusione con il lisosoma o in 
alternativa di traslocare nel citoplasma allontanandosi dalle sostanze antimicrobiche. 
Infine, la stessa composizione chimica della sua parete lo rende resistente all’uccisione 
cellulare mediata dai ROI e RNI (Nguyen e Pieters, 2005). 
I macrofagi, oltre a svolgere un ruolo importante nell’eliminazione fisica del 
micobatterio, svolgono anche un importante compito immunoregolatorio, producendo 
citochine e chemochine che hanno il ruolo di amplificare e coordinare la risposta 
immunitaria e di richiamare continuamente cellule dal sangue durante il processo 
infiammatorio. Tra le citochine più importanti troviamo il TNF-α, IL-1β,  IL-12, IL-10, TGF-β, 
IL-4 (van Crevel et al, 2002).  Il  TNF-α svolge un ruolo importante nella formazione del 
granuloma, induce l’attivazione dei macrofagi ed ha attività immunoregolatorie (Orme e 
Cooper, 1999; Tsenova et al, 1999); IL-1β è un’altra citochina pro-infiammatoria prodotta 
dai monociti, macrofagi e cellule dendritiche; è stato dimostrato che topi deficienti per il 
suo recettore mostrano un’aumentata crescita micobatterica ed una difettiva formazione 
del granuloma in seguito ad infezione (Juffermans et al, 2000) . La IL-12 è una componente 
chiave nelle difese dell’ospite contro M. tuberculosis. È prodotta principalmente dalle 
cellule fagocitiche e svolge un ruolo fondamentale nell’induzione della produzione dell’IFN-
γ, la citochina fondamentale nell’infezione tubercolare.  La IL-10, il TGF-β e la IL-4 sono 
tutte citochina ad attività anti-infiammatoria in grado di inibire la produzione o gli effetti 
delle citochine pro-infiammatorie nel corso della tubercolosi.  
Infine i macrofagi svolgono insieme alle cellule dendritiche l’importante ruolo di 
processazione e presentazione degli antigeni micobatteri ai linfociti T in associazione con le 
molecole del Complesso Maggiore di Istocompatibilità (MHC) . 
Le cellule dendritiche (DC) sono oggi considerate i principali iniziatori della risposta 
immune innata grazie alla loro capacità di attivare le cellule T naïve, ovvero linfociti che 
non hanno ancora incontrato l’antigene. Esse, in seguito all’infezione tubercolare, vengono 
reclutate nel sito di infezione a livello del quale sono deputate alla cattura degli antigeni 
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micobatterici. Successivamente, migrano ai linfonodi drenanti dove presentano gli antigene 
ai linfociti T naïve in associazione con le molecole MHC (de Heer et al, 2005; Marino e 
Kirschner, 2004; Marino et al, 2004) (Fig.7). 
Studi condotti in vitro hanno dimostrato che le DC possono fagocitare i micobatteri 
andando così incontro ad un processo di maturazione ed attivazione (Hickman et al, 2002; 
Giacomini et al, 2001; Henderson et al, 1997; Kim et al, 1999), durante il quale perdono la 
loro capacità fagocitica e maturano in cellule presentanti l’antigene. Questo comporta una 
serie di cambiamenti fenotipici e funzionali; si assiste ad un’aumentata espressione sulla 
loro superficie di molecole MHC di classe I e II e di molecole costimolatorie quali il CD40, il 
CD86 ed il CD80. Il processo di maturazione  comporta anche un aumento nella secrezione 
di citochine immuno-modulatorie (IL-12, TNFa, IL-1 e IL-6), fondamentali per l’instaurarsi di 
una risposta immune protettiva anti-micobatterica (Hickman et al, 2002; Giacomini et al, 
2001; Henderson et al, 1997; Kim et al, 1999). Probabilmente, il ruolo più importante è 
svolto dalla IL-12, la quale esplica le sue attività stimolando la secrezione, da parte dei 
linfociti T, di IFN-γ e TNF-α,  citochine che potenziano le capacità microbicide dei macrofagi. 
Oltre alla secrezione di citochine pro-infiammatorie, l’infezione delle DC da parte di M. 
tuberculosis, è associata anche al rilascio di citochine anti-infiammatorie quali la IL-10, 
molecola in grado di inibire la risposta immune verso i micobatteri attraverso la down-
regolazione della secrezione di IL-12. In tale situazione l’attivazione delle DC e dei 
macrofagi potrebbe essere inibita, risultando in un vantaggio selettivo per il micobatterio. 
Va infine ricordato che un’altra popolazione cellulare protagonista della risposta 
immune innata verso M. tuberculosis è rappresentata dalle cellule Natural Killer (NK). Come 
i macrofagi e le DC, le cellule NK umane possono utilizzare alcuni dei loro recettori di 
superficie per riconoscere componenti cellulari di M. tuberculosis. In seguito a tale 
interazione diretta, le cellule NK si attivano e diventano cellule effettrici producendo IFN-γ 
che a sua volta attiva i macrofagi (Korbel et al, 2008).  
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Figura 7. Dinamica dei macrofagi e delle DC durante l’infezione tubercolare  
(modificato da Marino et al, 2004) 
 
2.4.2 La risposta immunitaria acquisita 
 
Studi nell’uomo ed in modelli animali hanno dimostrato che l’immunità acquisita nei 
confronti di  M. tuberculosis richiede il contributo di molteplici popolazioni linfocitarie T. 
Quest’ultime comprendono i linfociti T CD4+, i linfociti T CD8+, i linfociti T γδ ed altre 
popolazioni cellulari T “non convenzionali”; tali sottotipi delle cellule T sono impegnati a 
svolgere numerose funzioni quali la protezione, l'ipersensibilità di tipo ritardato, la citolisi, 
e l'acquisizione di uno stato di memoria immunitaria. Tali funzioni sono a loro volta 
mediate dalla secrezione di una serie di citochine, molte delle quali hanno azione sulle 
cellule della linea monocita-macrofagica al fine di contenere ed eliminare i bacilli (Orme et 
al, 1993). Un ruolo centrale nella risposta protettiva verso i micobatteri è svolto dai linfociti 
T CD4+, distinti in tre sottopopolazioni principali in base al pannello di citochine prodotte: 
cellule Th1 che producono IFN- e IL-2, cellule Th2 che secernono IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e 
cellule Th17 secernenti IL-17. 
Nel corso  della risposta immunitaria nei confronti del bacillo tubercolare si ha una 
forte risposta Th1, con conseguente produzione di IFN- e TNF-, le citochine responsabili 
dell'attivazione dei macrofagi e del controllo dell’infezione tubercolare. in particolare, l’IFN-
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γ induce i macrofagi a produrre gli intermedi reattivi dell’ossigeno ed enzimi ad attività 
battericida e contemporaneamente stimola la produzione di isotipi anticorpali che attivano 
il complemento ed opsonizzano I batteri per la loro conseguente fagocitosi (van Crevel, 
2002).  
I linfociti T CD8+ sono anch'essi coinvolti nell'immunità protettiva nei confronti 
dell'infezione tubercolare, in quanto, oltre a produrre l’IFN-γ ed altre citochine, svolgono 
una specifica attività citotossica nei confronti dei macrofagi infettati con M. tuberculosis 
(Ahmad, 2011). L’importanza dei linfociti T CD8+ è legata anche alla loro capacità di 
uccidere direttamente il bacillo tubercolare attraverso l’azione della granulisina, facilitando 
il controllo sia dell’infezione cronica che acuta (Cooper, 2009; Grotzke e Lewinsohn, 2005).  
Oltre alle principali popolazioni cellulari, anche cellule T non convenzionali, quali cellule 
T  e cellule T / CD1-ristrette sembrano partecipare alla protezione contro M. 
tuberculosis (Beetz et al, 2008; Kaufmann, 2004; Barral e Brenner, 2007). I linfociti T CD1-
ristretti riconoscono i glicolipidi sulla superficie micobatterica come il LAM, mentre i 
linfociti T  riconoscono piccoli metaboliti contenenti fosfato. Le principali funzioni 
effettrici di queste popolazioni cellulari sono la secrezione di IFN-γ, la lisi dei macrofagi 
infetti e l’uccisione di M. tuberculosis. 
 I due principali meccanismi effettori dell’immunità cellulo-mediata, ossia i macrofagi 
attivati dall’azione dell’ IFN-γ prodotto dai linfociti T CD4+ e l’attivita citotossica delle cellule 
T CD8+, agiscono di concerto e si completano reciprocamente. La resistenza dei bacilli per 
lunghi periodi all’attività microbicida dei macrofagi, determina una stimolazione antigenica 
continua. Questo tipo di reazione, ha la funzione di arginare i batteri prevenedone la 
diffusione, ma si accompagna anche ad un notevole danno tissutale per l’ospite che 
rappresenta le tipiche manifestazioni dello stato di ipersensibilità di tipo ritardato verso gli 
antigeni tubercolari (Dannenberg, 1994).  
Per quanto riguarda la risposta immunitaria umorale, il suo contributo nei confronti 
dell’infezione tubercolare è stato a lungo dibattuto. Oggi è noto che anticorpi micobatteri-
specifici possono sia influenzare la diffusione di M. tuberculosis, sia modulare la risposta 
infiammatoria tissutale potenzialmente dannosa dell’ospite (Bosio et al, 2000; Maglione et 
al, 2007). Uno dei principali meccanismi effettori attribuito agli anticorpi durante 
l’infezione tubercolare è rappresentato dall’opsonizzazione dei micobatteri che favorisce la 
loro internalizzazione e successiva uccisione da parte dei neutrofili e dei macrofagi (Abebe 
e Bjune, 2009). Inoltre, si ritiene che i linfociti B siano un importante costituente 
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dell’architettura del granuloma (Tsai et al, 2006). Sembra dunque che anche i linfociti B e 
gli anticorpi da essi prodotti possano svolgere un ruolo significativo nel corso dell’infezione 
tubercolare, contribuendo sia all’attivazione della risposta immunitaria cellulo-mediata, sia 
al contenimento della replicazione micobatterica (Maglione e Chan, 2009). 
 
 
2.5 La tubercolosi latente 
 
Per tubercolosi latente si intende una infezione da bacillo tubercolare in assenza di 
segni clinici, radiologici e batteriologici di malattia in atto.  
In seguito ad un contatto con M. tuberculosis, nel 90% dei casi la risposta immunitaria, 
prevalentemente di tipo cellulo-mediato, riesce a contenere l’azione patogena dei 
micobatteri determinando lo stato di latenza (LTBI, Latent Tuberculosis Infection) 
(Tufariello et al, 2003). La probabilità di progressione da LTBI a malattia attiva decresce con 
l’aumentare del tempo trascorso dal momento dell’infezione, ma qualsiasi abbassamento 
delle difese immunitarie dell’organismo, causato da fattori endogeni o esogeni, può 
portare al “risveglio” dei micobatteri dormienti ed alla malattia. Il decorso subclinico e 
asintomatico dell’infezione latente rende problematica l’identificazione dei soggetti infetti. 
Il trattamento chemioterapico dei soggetti portatori di LTBI rappresenta uno dei punti 
chiave per il controllo della malattia tubercolare nei paesi industrializzati (Broekmans et al, 
2002); la terapia della LTBI diminuisce infatti di circa il 60% il rischio di sviluppo della 
malattia attiva (Taylor, 2004). 
 
2.5.1 Diagnosi di infezione latente 
 
Il test cutaneo tubercolinico (TST) 
Il test cutaneo della tubercolina (TST), noto anche come intradermoreazione secondo 
Mantoux, è stato il primo test per la diagnosi di LTBI, introdotto nella pratica clinica nel 
1890.  
Il test tubercolinico è basato sul fatto che nell’infezione da M. tuberculosis il sistema 
immunitario sviluppa una reazione da ipersensibilità di tipo ritardato (risposta cellulo-
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mediata) ad alcune componenti del bacillo tubercolare che sono contenute in una miscela 
proteica, nota come tubercolina. La tubercolina proposta originariamente da Koch 
consisteva in una coltura in terreno liquido di M. tuberculosis, sterilizzata in autoclave, 
concentrata al calore e filtrata. La tubercolina impiegata oggi, nota con l’acronimo PPD 
(purified protein derivative) è costituita da proteine micobatteriche purificate mediante 
successive precipitazioni con solfato d’ammonio.  
La reazione viene praticata mediante iniezione intradermica di 0,1 ml di una adeguata 
concentrazione di PPD nella superficie volare dell’avanbraccio. Dopo 48-72 ore dal 
trattamento, nei soggetti che abbiano subito una infezione tubercolare si osserva 
localmente la comparsa di una papula eritematosa, che può anche, nelle reazioni molto 
intense, presentare fenomeni di necrosi ed essere accompagnata da reazioni generali 
(febbre, malessere). L’intensità della positività del test è determinata misurando il 
diametro trasverso dell’infiltrato. 
I meccanismi cellulari e molecolari che si verificano a livello cutaneo nel punto di 
iniezione del PPD in soggetti con LTBI non sono ancora del tutto noti. Studi condotti in 
biopsie cutanee a diversi intervalli di tempo hanno dimostrato che i linfociti T CD4+ sono 
ampiamente coinvolti nella rezione di ipersensibilità, ma l’infiltrazione cutanea e la 
proliferazione di tali cellule è massima solo 7 giorni dopo l’inoculo, tempo ben lontano dal 
tempo limite di 72 ore previsto per il test (Reed et al, 2004). 
Sebbene il TST è oggi il test più utilizzato ed universalmente riconosciuto per la LTBI, 
presenta importanti limiti. In primo luogo, il PPD è costituito da una miscela di circa 200 
diversi antigeni, molti dei quali sono presenti oltre che in  M.tuberculosis, anche nel ceppo 
vaccinale M. bovis BCG e in molti altri micobatteri non tubercolari. Per tale ragione il TST ha 
una bassa specificità nelle popolazioni ad elevata copertura vaccinale con BCG ed in quelle 
in cui l’esposizione ai micobatteri non tubercolari è frequente (Farhat et al, 2006). Inoltre, 
la sensibilità del TST è bassa, in particolar modo in presenza di condizioni che causano 
deficit immunitari quali AIDS, immunosoppressioni iatrogene, TB avanzata, malnutrizione, 
infanzia e vecchiaia e nelle fasi iniziali della malattia tubercolare (American Thoracic 
Society, 2000). Vi sono inoltre varie problematiche inerenti il test. La corretta esecuzione 
del test cutaneo non è infatti semplicissima, in quanto richiede l’inoculo in sede 
rigorosamente intradermica, e nemmeno l’interpretazione è agevole in quanto risente 
molto della soggettività dell'operatore. Queste caratteristiche rendono il test poco 
riproducibile, soprattutto se eseguito da personale non adeguatamente addestrato. La 
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lettura va inoltre eseguita dopo 48-72 ore, cosa che comporta notevole disagio per il 
paziente, che talvolta non si ripresenta. Vi sono inoltre prove che l’intradermoreazione 
possa agire come una micro-vaccinazione determinando l’attivazione di cellule T specifiche, 
con la conseguenza che l’intensità della risposta può aumentare in modo artificioso in test 
seriali (effetto booster) (Menzies, 1999). Infine, il test può negativizzarsi con il passare del 
tempo (Huebner et al, 1993). 
 
I test basati sul rilascio di interferone- γ (IGRA) 
Recentemente, per la diagnosi di LTBI è stata sviluppata una nuova generazione di test 
immunologici rapidi su sangue basati sul rilascio di IFN-γ (IGRAs: Interferon gamma release 
assays): il QuantiFERON-TB Gold (Cellestis) e il T SPOT-TB (Oxford Immunotec), accumunati 
da alcuni principi fondamentali che li differenziano in maniera sostanziale dal TST, 
rendendoli più specifici. Tali test si basano sul principio che i linfociti T di individui 
sensibilizzati con determinati antigeni producono IFN-γ qualora vengano nuovamente in 
contatto con questi. La produzione di IFN-γ da parte di linfociti stimolati con antigeni del 
bacillo tubercolare è quindi considerata indicativa di infezione tubercolare. 
Tali test si basano sulla stimolazione dei linfociti T con le proteine ESAT-6 (early 
secretory antigen target 6) e CFP-10 (culture filtrate protein 10) codificati da geni localizzati 
all’interno della “Region of Difference 1” (RD1) del genoma di M. tuberculosis. Questi 
antigeni sono più specifici rispetto al PPD, in quanto la RD-1 è presente in tutte le specie di 
Mycobacterium tuberculosis complex ad eccezione del ceppo vaccinale BCG, mentre manca 
nella maggior parte dei micobatteri non tubercolari (Pai et al, 2004). Una versione ancora 
più recente del QuantiFERON-TB Gold (QuantiFERON-TB Gold In-Tube) include un ulteriore 
antigene: il TB7.7 (Rv2654), anch’esso specifico di M. tuberculosis (Aagaard et al, 2004; 
Brock et al, 2004 ). Inoltre, un vantaggio di queste metodiche rispetto al TST è l’inclusione 
di un controllo positivo, ovvero un mitogeno, ed uno negativo, che permettono una 
maggiore affidabilità.  
I test IGRA vengono eseguiti su un singolo prelievo di sangue periferico; i linfociti 
vengono esposti in coltura agli antigeni tubercolari specifici sopra menzionati e, dopo 
opportuna incubazione, viene dosato IFN-γ rilasciato nel sovranatante di coltura con 
metodi immuno-enzimatici (QuantiFERON-TB Gold) oppure viene determinato il numero di 
cellule produttrici di IFN-γ mediante la tecnica ELISPOT (Enzyme-Linked Immunospot) (T 
SPOT-TB) (Fig.8). 
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Un limite importante dei test IGRA è che non sono in grado di distinguere casi di LTBI da 
casi di TB attiva (Ahmad, 2010). Tuttavia essi possono rappresentare un valido supporto 
nella diagnosi della malattia attiva. 
 
 
 
Figura 8. Basi biologiche del TST e degli IGRA 
(modificata da Andersen et al, 2000)  
 
2.6 Prevenzione: il vaccino antitubercolare 
 
Attualmente l'unico vaccino disponibile contro la TB è costituito dal ceppo bovino 
attenuato M. bovis BCG. Tale ceppo è stato ottenuto a partire da un ceppo virulento di M. 
bovis mediante 230 passaggi su patata biliata glicerinata. Sebbene il BCG risulti oggi il 
vaccino più utilizzato al mondo, con oltre 4 miliardi di dosi somministrate, la sua efficacia è 
molto controversa (Kaufmann et al, 2010). Tale vaccino infatti è in grado di prevenire 
forme gravi disseminate di TB nei bambini, quali la TB meningea e miliare, ma non fornisce 
protezione nei confronti della forma più comune di TB, la TB polmonare negli adulti 
(Kaufmann, 2000; Kaufmann, 2001). L’Organizzazione Mondiale della Sanità raccomanda 
tale vaccino nelle aree ad alta prevalenza ed incidenza di TB, dal momento che il BCG è 
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poco costoso, sicuro, può essere somministrato alla nascita o in qualsiasi altro momento ed 
una singola dose produce immunità di lunga durata (Martin, 2005).  
Tuttavia, i livelli di protezione conferiti dal BCG sono estremamente variabili; questo può 
dipendere dalle differenze biochimiche ed immunologiche dei ceppi di BCG utilizzati 
(Brosch et al, 2007), dai fattori ambientali e genetici delle popolazioni vaccinate, dalla dose 
utilizzata e dall'esposizione a micobatteri ambientali precedente alla vaccinazione (Brandt 
et al, 2002). Inoltre, un importante aspetto da considerare è che il BCG è un vaccino 
costituito da batteri vivi e può quindi causare gravi patologie in soggetti 
immunocompromessi (Quinn, 1989).  
Negli ultimi anni, l’elevata incidenza della TB a livello mondiale, l'insorgenza di ceppi 
farmaco-resistenti, l’aumento di soggetti co-infettati con TB/HIV e la protezione limitata e 
controversa dell’attuale vaccino, hanno spinto la comunità scientifica allo studio ed 
all’allestimento di un nuovo vaccino alternativo, dotato di maggiore efficacia.  
I vaccini candidati a sostituire o affiancare BCG sono vaccini vivi attenuati, vaccini a 
subunità e vaccini a DNA.  
 
Vaccini attenuati 
I vaccini attenuati oggi in studio sono costituiti da ceppi di M. tuberculosis attenuati 
oppure da ceppi di BCG ricombinante. 
Lo sviluppo di ceppi di M. tuberculosis attenuati è basato sull’idea di poter creare, grazie 
alle tecniche dell’ingegneria genetica, micobatteri apatogeni con meno differenze 
genetiche ed antigeniche da M. tuberculosis rispetto a BCG. Tutti i ceppi finora sviluppati 
presentano delle delezioni specifiche che li rendono non patogeni perché auxotrofici per 
specifiche basi azotate od amminoacidi. Tutti i ceppi testati finora hanno mostrato una 
attività immunogenica nel modello animale inferiore o uguale a quella di BCG (Smith et al, 
2001). Altri studi si sono focalizzati sulla delezione di specifici geni importanti per la 
virulenza. PhoP, ad esempio, è un fattore di trascrizione per numerosi geni associati a 
fattori di virulenza. La sperimentazione preclinica di M. tuberculosisphoP ha dato buoni 
risultati nei modelli animali (Martin et al, 2006). Il principale rischio che l’utilizzo di ceppi 
attenutati di M. tuberculosis comporta è la possibilità di reversione alla patogenicità.  
Le tecniche messe a disposizione dall’ingegneria genetica permettono anche di 
sviluppare ceppi ricombinanti di BCG che siano più efficaci del ceppo originale. rBCG30 è un 
ceppo ricombinante di BCG che esprime in grandi quantità Ag85B, una proteina altamente 
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immunogena; gli studi preclinici hanno dimostrato una maggiore efficacia e sicurezza di 
rBCG30 rispetto a BCG (Horwitz et al, 2000), ed ora rBCG30 ha terminato la fase 1 della 
sperimentazione clinica. Anche il ceppo rBCGureC:Hly, un ceppo ricombinante di BCG con 
una delezione a carico del gene dell’ureasi ed in grado di esprimere una citotolisina di 
Listeria monocytogenes, si è dimostrato più efficace di BCG negli studi preclinici (Grode et 
al, 2005) ed ora ha completato la fase 1 degli studi clinici. 
 
Vaccini a subunità 
I vaccini a subunità sono costituiti da proteine ottenute mediante le tecniche del DNA 
ricombinante. I vaccini a subunità correttamente adiuvati possono indurre una forte 
risposta Th1 ed umorale, ma purtroppo difficilmente evocano una risposta da parte dei 
linfociti T CD8+. Gli antigeni più interessanti presi in considerazione finora sono early 
secretory target antigen 6 (ESAT-6) e culture filtrate antigen 10 (CFP-10), ma anche Ag85A 
e Ag85B (due micoliltrasferasi) e TB10.4 (proteina secreta a funzione ignota ma altamente 
immunogenica). Alcuni studi hanno preso in considerazione anche antigeni non secreti, ma 
esposti sulla superficie dei micobatteri, come l’adesina heparin-binding haemoagglutinin 
(HBHA) ed alcune proteine facenti parte della famiglia delle 69 proteine ricche in glicina 
dette PPE per il loro caratteristico motivo prolina-prolina-glutammato. Questi antigeni sono 
stati individuati mediante studi di proteomica, genomica comparativa e di riconoscimento 
da parte di linfociti T di pazienti positivi al test di Mantoux (Aagaard et al, 2009). C’è però il 
rischio che la risposta cellulo-mediata nei confronti di ESAT-6 possa interferire con i test 
IGRA, basati sul riconoscimento in vitro di ESAT-6 da parte dei linfociti T. Per questo è stato 
sviluppato anche un secondo vaccino, basato sulla proteina di fusione Ag85B-TB10.4 
(Dietrich et al, 2005). 
M72 è un altro vaccino a subunità promettente. Esso è costituito dalla proteina di 
fusione Mtb39 (proteina PPE18)-Mtb32. M72 ha superato la fase 2 di sperimentazione 
clinica mostrando una buona tollerabilità e la capacità di indurre una intensa risposta T 
negli adulti sani (Von Eschen et al, 2009).  
 
Vaccini a DNA 
I vaccini a DNA oggi allo studio utilizzano un vettore virale e vengono realizzati 
inserendo una molecola di DNA ricombinante, in grado di esprimere un particolare 
antigene, in un virus. I virus più frequentemente utilizzati sono gli adenovirus ed il virus del 
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vaiolo (ceppo Ankara) attenuato (MVA). Il DNA virale viene privato dei geni responsabili 
della replicazione del genoma e dell’espressione delle proteine virali, sostituiti dai geni 
ricombinanti desiderati, mentre vengono mantenute le sequenze che consentono 
l’impacchettamento del DNA nel capside. In questo modo si ottengono virus in grado di 
infettare le cellule e di indurre l’espressione dei prodotti genici ricombinanti, ma non in 
grado di replicarsi (virus difettivi). I vaccini a DNA sono meno costosi e più facili da 
realizzare rispetto ai vaccini a subunità. I vaccini a DNA hanno inoltre l’interessante 
capacità di evocare una forte risposta da parte dei linfociti T CD8+, oltre che Th1. I vaccini a 
DNA non sono generalmente disegnati per sostituire BCG, ma per affiancarlo con richiami 
successivi (boosters). 
MVA85A è costituito da MVA che esprime la proteina immunogenica Ag85A. Il vaccino si 
è dimostrato efficace nei modelli animali, e i dati raccolti nella fase 1 della sperimentazione 
sull’uomo mostrano come MVA85A sia sicuro ed altamente immunogenico sia nei soggetti 
precedentemente vaccinati con BCG che nei soggetti con infezione latente da M. 
tuberculosis (Sander et al, 2009). Oggi MVA85A è in fase 2 di sperimentazione clinica, 
essendo entrato in fase 2b della sperimentazione sui bambini (Kaufmann et al, 2010). 
AdAg85A e AERAS-402 sono due vaccini a DNA che utilizzano come vettori due 
adenovirus. AERAS-402, una volta entrato in una cellula, esprime non solo Ag85A, come il 
vaccino AdAg85A, ma anche Ag85B e TB10.4. AERAS-402 si è dimostrato immunogeno negli 
animali (Radosevic et al, 2007) ed ora è in fase 2 della sperimentazione clinica. 
 
2.7 La famiglia delle proteine PPE 
 
Il sequenziamento del genoma di M. tuberculosis ha rilevato la presenza di due famiglie 
geniche che rappresentano circa il 10% del potere codificante del genoma (Cole et al, 
1998). Tali famiglie codificano due gruppi di proteine ricche in glicina denominate PPE e PE 
sulla base di motivi aminoacidici caratteristici vicino al dominio N-terminale, Pro-Pro-Glu 
(PPE) e Pro-Pro (PE) (Cole et al, 1998; Cole e Barrell, 1998).  
La famiglia di proteine PPE comprende 69 membri con un dominio N-terminale di 180 
aminoacidi altamente conservato ed un dominio C-terminale variabile in sequenza ed in 
lunghezza. Tale variabilità ha consentito un'ulteriore classificazione in quattro sottogruppi: 
il primo, PPE-SVP, contiene il maggior numero di proteine PPE (24 membri) ed è 
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caratterizzato dal motivo conservato Gly-X-X-Ser-Val-Pro-X-X-Trp localizzato intorno alla 
posizione 350 della sequenza amminoacidica; il secondo, PPE-MTPR, contiene 23 proteine 
ed è caratterizzato dalla presenza di ripetizioni multiple in tandem del motivo Asn-X-Gly-X-
Gly-Asn-X-Gly; il terzo, PPE-PPW, comprende 10 membri caratterizzati da un dominio 
conservato che comprende i motivi Gly-Phe-X-Gly-Thr e Pro-X-X-Pro-X-X-Trp; il quarto 
sottotipo contiene proteine non correlate direttamente fra loro se non dal motivo PPE (Gey 
van Pittius et al, 2006) (Fig. 9). 
 
 
 
Figura 9. Rappresentazione schematica delle famiglie geniche PE e PPE  
(modificata da Gey van Pittius et al, 2006) 
 
Le proteine PPE sono specifiche del genere Mycobacterium e sono particolarmente 
abbondanti, oltre che in M. tuberculosis, anche in altre specie micobatteriche patogene, 
quali M. bovis, M. marinum e M. ulcerans; al contrario, il ceppo vaccinale M. bovis BCG è 
caratterizzato da delezioni genomiche che includono alcuni geni ppe (Gordon et al, 1999), e  
micobatteri non patogeni, come Mycobacterium smegmatis, sono totalmente privi di geni 
codificanti proteine PPE (Mukhopadhyay e Balaji, 2011; Abdallah et al, 2007). 
E’ stato dimostrato che alcune proteine PPE, quali PPE34, PPE36 e PPE68, sono 
localizzate a livello della parete di M. tuberculosis (Sampson et al, 2001; Le Moigne et al, 
2005; Okkels et al, 2003; Demangel et al, 2004). 
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Il ruolo delle proteine PPE nell'infezione tubercolare non è ancora noto; l’elevato 
numero di geni ppe identificati nel genoma di M. tuberculosis e la localizzazione delle 
proteine da essi codificate in associazione con la parete batterica, suggeriscono che le 
proteine PPE abbiano un ruolo importante nell’interazione del microrganismo con l’ospite. 
Inoltre, la natura altamente polimorfica delle proteine PPE suggerisce che tali proteine 
possano rappresentare una fonte di variabilità antigenica permettendo al micobatterio di 
evadere la risposta immune specifica dell’ospite (Cole et al, 1998; Karboul et al, 2008). 
Infatti, sono stati osservati polimorfismi della sequenza nucleotidica in numerosi geni ppe 
in diversi isolati clinici di M. tuberculosis (Fleischmann et al, 2002; Garcia-Pelayo et al, 
2004; Garnier et al, 2003; Gutacker et al, 2006; Hebert et al, 2007; Karboul et al, 2008; 
McEvoy et al, 2009), indicando che tale famiglia multigenica potrebbe contribuire in 
maniera determinante alla variabilità genomica del bacillo tubercolare. Inoltre, per alcuni 
geni ppe sono state osservate variazioni di espressione durante la crescita di M. 
tuberculosis in diverse condizioni sperimentali (Voskuil et al, 2004; Rodriguez et al, 2002) o 
in diversi isolati clinici (Rindi et al, 2007). 
 
2.7.1 Le proteine PPE e la risposta immune innata 
 
Ad oggi, ci sono un gran numero di evidenze sperimentali secondo le quali le proteine 
PPE interagiscono con i componenti cellulari dell’organismo ospite modulando e 
probabilmente sovvertendo i meccanismi alla base dell’immunità innata (Sampson, 2011). 
Studi indipendenti hanno dimostrato che la sia PPE18 che la PPE34 sono in grado di 
modulare la risposta immune dell’ospite attraverso il legame con il TLR2 espresso sulla 
superficie dei macrofagi (Nair et al, 2009; Bansal et al, 2010b). In particolare, la PPE18 si è 
dimostrata in grado sia di indurre la secrezione di IL-10 da parte dei macrofagi, favorendo 
la replicazione e la persistenza di M. tuberculosis nell’ospite, sia di inibire la produzione 
delle citochine protettive IL-12 e TNF-α (Nair et al, 2009). Sebbene non sia ancora stato 
stabilito se il legame con il TLR2 è una proprietà comune alle proteine PPE, questi risultati 
preliminari suggeriscono che la risposta dell’ospite in seguito all’interazione con tali 
proteine possa dipendere da meccanismi molto complessi ed avere un forte influenza sul 
corso della malattia (Sampson, 2011). 
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Le proteine PPE si sono dimostrate in grado di influenzare la funzionalità macrofagica. 
Come precedentemente accennato, uno dei meccanismi di difesa chiave messi in atto dai 
macrofagi è la maturazione e l’acidificazione del fagosoma, che normalmente comportano 
l’uccisione del patogeno. Di fronte a questi meccanismi di difesa, M. tuberculosis ha 
sviluppato delle strategie che gli garantiscono la sua sopravvivenza all’interno del 
fagosoma. In tale contesto, sembrano avere un ruolo anche le proteine PPE, alcune delle 
quali si pensa siano in grado di modulare l’acidificazione del vacuolo (Jha et al, 2010, Li et 
al, 2005; Steward et al, 2005). In particolare, uno studio recente ha dimostrato che un 
ceppo di M. tuberculosis mutante per ppe54 ha una ridotta capacità di bloccare la 
maturazione del fagosoma e viene trasportato rapidamente verso l’ambiente acidificato 
del vacuolo (Brodin et al, 2010). 
Nel loro insieme tali osservazioni avvolorano l’idea che le proteine PPE svolgono un 
importante ruolo nella modulazione della risposta immunitaria innata dell’ospite, 
favorendo e consentendo al micobatterio di sopravvivere in un ambiente particolarmente 
ostile quale quello del macrofago.  
 
2.7.2 Le proteine PPE e la  risposta immunitaria acquisita 
 
Nell’ambito della risposta immunitaria acquisita è stato osservato che molte proteine 
PPE sono in grado di indurre una forte risposta immune mediata sia dai linfociti T che B 
(Bansal et al, 2010b). Alcuni membri della famiglia PPE si sono dimostrati essere una 
potenziale fonte di epitopi per le cellule B, ed alcune proteine PPE, localizzate sulla 
superficie cellulare, rappresentano probabili bersagli per la risposta umorale (Kunnath-
Velayudhan et al, 2010; Tundup et al, 2008; Bonanni et al, 2005; Daugelat et al, 2003). Ad 
esempio, la proteina PPE42 si è rivelata in grado di indurre una forte risposta umorale in 
soggetti affetti da TB (Chakhaiyar et al, 2004). 
Nel controllo dell’infezione tubercolare particolarmente importante è il ruolo svolto 
dalle componenti dell’immunità cellulo-mediata. A tale proposito, è stato dimostrato che 
alcune proteine PPE inducono una forte risposta immunitaria T sia in animali che uomini 
infettati con M. tuberculosis (Chaitra et al, 2008a; Chaitra et al, 2008b; Chakhaiyar et al, 
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2004; Choudhary et al, 2003; Demangel et al, 2004; Dillon et al, 1999; Le Moigne et al, 
2005; Okkels et al, 2003; Singh et al, 2005; Skeiky et al, 2000; Tundup et al, 2008). 
Questi dati sottolineano l’importanza di alcune proteine della famiglia PPE nel controllo 
dell’infezione tubercolare. Rimane da capire se l’elevata immunogenicità di tale proteine 
possa conferire anche un vantaggio selettivo per il patogeno. È noto infatti, che la forte 
risposta immunitaria che si scatena in seguito all’infezione tubercolare e la conseguente 
risposta infiammatoria, spesso contribuiscono al danno tissutale e quindi alla permanenza 
del micobatterio nei tessuti ospiti (Graham et al, 2005).  
 
2.7.3 Applicazioni pratiche delle proteine PPE 
 
Il ruolo e l’importanza immunologica rivestita da molte PPE rendono tali proteine degli 
ottimi candidati per lo sviluppo di nuovi vaccini e di sistemi diagnostici. 
Nell’ambito della diagnostica, molte di queste proteine altamente immunogeniche 
potrebbero essere impiegate per lo sviluppo di miscele di antigeni da utilizzare in test 
basati sul rilascio di IFN-γ o test di dosaggio anticorpale. Tuttavia, devono essere 
considerate una serie di problematiche. In primo luogo, c’è la possibilità di una cross-
reattività, in quanto molte di queste proteine sono presenti in micobatteri non 
appartenenti al complesso tubercolare (Gey van Pittius et al, 2006). In secondo luogo, per 
poter essere considerati dei validi supporti diagnostici, è necessario che gli antigeni 
derivanti dalle proteine PPE vengano differenzialmente riconosciuti da soggetti vaccinati e 
non, o da pazienti con differenti forme di tubercolosi o a diversi stadi della malattia (Ireton 
et al, 2010; Khan et al, 2008).  
Molte proteine PPE si sono rivelate una ricca fonte di antigeni T-specifici e quindi sono 
stati considerati ottimi candidati da includere in nuovi vaccini (Bertholet et al, 2008; 
Romano et al, 2008; Skeiky et al, 2000; Skeiky et al, 2005; Vipond et al, 2006; Wang et al, 
2009). In particolare, il vaccino a subunità Mtb72f basato sulla proteina PPE18 ha fornito 
risultati molto promettenti in modelli animali (Reed et al, 2009; Tsenova et al, 2006), ed è 
attualmente in fase di sperimentazione clinica nell’uomo (Von Eschen et al, 2009; Leroux-
Roels et al, 2010). Analogamente, vaccini a subunità basati sulla PPE42 sono in fase 
avanzata di sperimentazione (Bertholet et al, 2008) 
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Nonostante tale potenzialità, anche in questo contesto vanno attentamente considerati 
alcuni aspetti critici. Prima di tutto, molte delle proteine PPE sono state considerate potenti 
immunogeni solo sulla loro capacità di stimolare la produzione di IFN-γ, citochina 
chiaramente fondamentale nel controllo della TB, ma non necessariamente il miglior 
indicatore di protezione contro successive infezioni (Mittrücker et al, 2007). La 
contemporanea produzione di altre citochine, quali la IL-2, si è dimostrata fondamentale 
nella risposta immune protettiva. Un’altra componente fondamentale è l’aspetto 
fenotipico delle popolazioni cellulari coinvolte nella risposta; per esempio, la presenza di 
cellule T della memoria antigene-specifiche correla con la protezione (Connor et al, 2010). 
La futura individuazione di antigeni da inserire come candidati per lo sviluppo di nuovi 
vaccini, dovrà dunque tenere conto sia del profilo di citochine la cui secrezione è favorita, 
sia del fenotipo delle cellule rispondenti.  
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3 SCOPO DELLA TESI 
Attualmente, le principali strategie messe in atto per incrementare il controllo della TB 
sono l’individuazione rapida dei casi, un trattamento farmacologico efficiente e lo sviluppo 
di un nuovo vaccino anti-TB, più efficace di quello attualmente utilizzato. Appare quindi 
evidente la necessità di incrementare le conoscenze relative agli antigeni di M. tuberculosis 
coinvolti nella risposta immunitaria protettiva sia per lo sviluppo di un nuovo vaccino anti-
TB sia per l’allestimento di test immunologici diagnostici. 
Recentemente, il nostro gruppo ha identificato un nuovo antigene di M. tuberculosis, la 
proteina PPE44, appartenente alla famiglia delle proteine PPE. In studi precedentemente 
condotti nel nostro laboratorio è stato dimostrato che l'infezione sperimentale con BCG o 
con M. tuberculosis induce una risposta immune umorale e cellulare contro PPE44 
(Bonanni et al, 2005; Romano et al, 2008), ma soprattutto che l'immunizzazione di topi con 
vaccini a subunità basati su PPE44 è protettiva nei confronti di un challenge con M. 
tuberculosis (Romano et al, 2008). Queste evidenze sperimentali rendono la proteina 
PPE44 un candidato promettente per lo sviluppo di nuovi vaccini a subunità.  
Sulla base di tali conoscenze, il progetto di ricerca del presente corso di Dottorato ha 
avuto come scopo quello di estendere lo studio del ruolo immunologico della proteina 
PPE44 in modelli umani ex-vivo. 
Il lavoro di tesi si è articolato in due parti principali. Nella prima, è stata studiata la 
risposta immune Th1 PPE44-specifica potenzialmente protettiva, basata sulla produzione di 
IFN-γ da parte di linfociti T CD4+, in soggetti con infezione latente o TB in atto ed in controlli 
sani. Inoltre, allo scopo di identificare gli epitopi T della proteina PPE44, è stata valutata  la 
produzione di IFN-γ da parte dei linfociti T di soggetti sani con infezione latente utilizzando 
una batteria di peptidi sintetici che ricoprono l’intera sequenza di PPE44.  
Nella seconda parte del lavoro di tesi, è stata valutata l'interazione di PPE44 con le DC, 
cellule che svolgono un ruolo fondamentale nel dirigere la risposta immune anti-
tubercolare verso un fenotipo protettivo o patologico. In particolare, è stato valutato 
l’eventuale ruolo della proteina PPE44 nella induzione e nella inibizione della maturazione 
delle DC umane.   
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4  MATERIALI E METODI 
4.1 Soggetti dello studio 
 
I campioni di sangue periferico sono stati ottenuti da 8 pazienti con tubercolosi in atto 
(TB), come dimostrato dall’isolamento colturale di M. tuberculosis, afferenti all’Azienda USL 
1 di Massa e Carrara, da 7 donatori sani positivi al test cutaneo per la tubercolina (PPD+), da 
4 donatori sani vaccinati con bacillo di Calmette e Guérin (BCG) e da 8 donatori sani 
negativi al test cutaneo per la tubercolina (PPD-). Il consenso informato è stato ottenuto da 
tutti i partecipanti allo studio. Il prelievo è stato effettuato in provette contenenti come 
anticoagulante EDTA o eparina di sodio o di litio. 
 
4.2 Isolamento di cellule mononucleate da sangue periferico 
  
Le cellule mononucleate di sangue periferico (PBMC) sono state ottenute mediante 
separazione su gradiente di densità. 20 ml di sangue eparinizzato di ciascun donatore o il 
sangue di “buffy coat” diluito in rapporto 1:3 con terreno di coltura RPMI-1640 (Euroclone, 
Italia), sono stati distribuiti su un uguale volume di Lympholyte-H (Cedarlane, Canada). 
Dopo centrifugazione a 2000 rpm per 30 minuti a temperatura ambiente (TA), l’anello di 
cellule mononucleate, formatosi all’interfaccia tra il Lympholite-H ed il plasma, è stato 
prelevato e lavato 3 volte mediante centrifugazione a 1500, 1200 e 900 rpm per 10 minuti 
in terreno di coltura RPMI-1640. Le cellule così ottenute sono state risospese in RPMI-1640 
supplementato con L-glutammina 2mM (Sigma Aldrich, Italia), penicillina 100 U/ml,  
streptomicina 100 μg/ml (Sigma Aldrich, Italia) e siero bovino fetale (FBS) al 10% (Sigma 
Aldrich, Italia) o plasma autologo al 3% a seconda dell’utilizzo. 
 
4.3 Antigeni ed agenti stimolanti impiegati per la stimolazione dei linfociti T 
 
Forbolo miristato acetato (PMA)/ionomicina (IONO): PMA e IONO (Sigma Aldrich, 
Italia) sono stati utilizzati come agenti stimolanti per la produzione di IFN-γ da parte delle 
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cellule T. La PMA è stata utilizzata alla concentrazione finale di 1 ng/ml (ELISpot) e 10 ng/ml 
(ICS); la IONO è stata invece utilizzata alla concentrazione finale di 500 ng/ml (ELISpot) e 
250 ng/ml (ICS).  
Derivato proteico purificato (PPD): il PPD (Statens Serum Institut, Danimarca) è una 
frazione proteica complessa altamente purificata estratta dal bacillo tubercolare 
comunemente utilizzata nei test volti a verificare lo stato di ipersensibilità verso M. 
tuberculosis.  È stato utilizzato alla concentrazione finale di 10 μg/ml sia in ELISpot che in 
ICS.  
Early secretory antigenic target (ESAT-6): l’antigene ESAT-6 (Statens Serum Institut, 
Danimarca) è codificato da un gene localizzato all’interno della “Region of Difference 1” 
(RD1) del genoma di M. tuberculosis ed è assente nel ceppo vaccinale BCG e nella maggior 
parte dei micobatteri non tubercolari (Parkash et al, 2009). E’ stato utilizzato alla 
concentrazione finale di 5 μg/ml sia in ELISpot che in ICS. 
Proteina ricombinante PPE44 (rPPE44): la proteina ricombinante rPPE44 è stata 
clonata nel nostro laboratorio impiegando il sistema di espressione basato sul promotore 
T5 (QIAexpress UA Cloning Kit, Qiagen, Germania) che ha consentito la produzione della 
proteina rPPE44 contenente una coda di poli-istidina (6x-His) all'estremità N-terminale e la 
sua successiva purificazione (vedi paragrafo 4.7). La proteina rPPE44 è stata utilizzata alla 
concentrazione finale di 10 μg/ml (ELISpot) e 1 μg/ml (ICS). 
Peptidi sintetici: i peptidi sintetici (Tab.1), ciascuno di 20 aminoacidi e sovrapposti per 
10 residui in modo da ricoprire l’intera sequenza della proteina PPE44 lunga 382 
aminoacidi, sono stati sintetizzati dalla Proimmune (UK). Il peptide corrispondente alla 
sequenza amminoacidica 61-80 non è stato sintetizzato per motivi tecnici. Il peptide 
corrispondente alla regione C-terminale della PPE44 ricopre la sequenza amminoacidica 
363-382. I peptidi sono stati disciolti in dimetilsolfossido (DMSO) mentre le preparazioni di 
lavoro sono state preparate in RPMI-1640 alla concentrazione di 1 mg/ml e congelate a -
20°C fino all’utilizzo. Tutti i peptidi sono stati utilizzati per valutare la produzione di IFN-γ 
mediante saggio ELISpot alla concentrazione finale di 10 μg/ml; nella tecnica di colorazione 
intracellulare delle citochine sono stati impiegati solo il peptide p1L, p2L e p18 L, alla 
concentrazione finale di 1 μg/ml. I peptidi p3L, p7L, p8L, p19L e p26L non sono stati 
disponibili per il test. 
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Nella tecnica di colorazione intracellulare delle citochine sono stati inoltre utilizzati, alla 
concentrazione finale di 1 μg/ml, 3 peptidi interni al p1L lunghi 12 aminoacidi: p1L-1, 
1VDFGALPPEVNS12; p1L-2, 3FGALPPEVNSAR14; p1L-3, 5ALPPEVNSARMY16. 
 
Peptide                  Sequenza 
Posizione  
aminoacidica 
 
p1L 
 
VDFGALPPEV NSARMYGGAG 
 
1-20 
p2L  NSARMYGGAG AADLLAAAAA 11-30 
p3L  AADLLAAAAA WNGIAVEVST 21-40 
p4L  WNGIAVEVST AASSVGSVIT 31-50 
p5L  AASSVGSVIT RLSTEHWMGP 41-60 
p6L  RLSTEHWMGP ASLSMAAAVQ 51-70 
p8L  PYLVWLTCTA ESSALAAAQA 71-90 
p9L ESSALAAAQA MASAAAFETA 81-100 
p10L MASAAAFETA FALTVPPAEV 91-110 
p11L FALTVPPAEV VANRALLAEL 101-120 
p12L VANRALLAEL TATNILGQNV 111-130 
p13L TATNILGQNV SAIAATEARY 121-140 
p14L SAIAATEARY GEMWAQDASA 131-150 
p15L GEMWAQDASAMYGYAAASAV 141-160 
p16L MYGYAAASAV AARLNPLTRP 151-170 
p17L AARLNPLTRP SHITNPAGLA 161-180 
p18L SHITNPAGLA HQAAAVGQAG 171-190 
p19L HQAAAVGQAG ASAFARQVGL 181-200 
p20L ASAFARQVGL SHLISDVADA 191-210 
p21L SHLISDVADA VLSFASPVMS 201-220 
p22L VLSFASPVMS AADTGLEAVR 211-230 
p23L AADTGLEAVR QFLNLDVPLF 221-240 
p24L QFLNLDVPLF VESAFHGLGG 231-250 
p25L VESAFHGLGG VADFATAAIG 241-260 
p26L VADFATAAIG NMTLLADAMG 251-270 
p27L NMTLLADAMG TVGGAAPGGG 261-280 
p28L TVGGAAPGGG AAAAVAHAVA 271-290 
p29L AAAAVAHAVA PAGVGGTALT 281-300 
p30L PAGVGGTALT ADLGNASVVG 291-310 
p31L ADLGNASVVG RLSVPASWST 301-320 
p32L RLSVPASWST AAPATAAGAA 311-330 
p33L AAPATAAGAA LDGTGWAVPE 321-340 
p34L LDGTGWAVPE EDGPIAVMPP 331-350 
p35L EDGPIAVMPP APGMVVAANS 341-360 
p36L APGMVVAANS VGADSGPRYG 351-370 
p37L ADSGPRYGVK PIVMPKHGLF 363-382 
 
Tabella 1. Sequenza e relativa posizione aminoacidica dei peptidi sintetici derivanti da PPE44. 
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4.4 Saggio ENZIME LINKED IMMUNOSPOT per IFN-γ (ELISpot) 
 
Principio 
L’ELISpot è un saggio particolarmente efficace nell’analisi ex vivo di linfociti T 
antigene-specifici presenti anche a bassa frequenza nel sangue periferico. 
 Il protocollo che ne permette l’esecuzione prevede l’aggiunta alle cellule in esame 
(PBMC, linee e cloni T, etc.) di antigeni in grado di stimolare la produzione di citochine. 
In questo modo, ogni cellula lascia una traccia della sua attività secretoria, evidenziabile 
attraverso la formazione di spot colorati (Sedgwick e Holt , 1986; Anthony  e Lehmann , 
2003). Questo significa che il numero degli spot è direttamente proporzionale al 
numero delle cellule che hanno risposto all’antigene utilizzato. Inoltre, alcuni autori 
suggeriscono che le dimensioni e l’intensità di colorazione di ogni spot potrebbero 
riflettere la quantità di citochine secreta per cellula, anche se con il saggio ELISpot non 
è possibile quantificare con certezza quanta citochina è stata rilasciata da ogni singola 
cellula (Hesse et al, 2001).  
Il vantaggio di questa tecnica è dunque la capacità di quantificare ex vivo la risposta 
immune dell’individuo e caratterizzare le funzioni effettrici delle popolazioni linfocitarie 
verso l’antigene preso in esame. 
 
Metodo 
Per effettuare il saggio ELISpot (Thermo Scientific, USA), i PBMC sono stati messi in 
coltura in terreno RPMI-1640 addizionato di FBS al 10% e quindi distribuiti, ad una 
concentrazione finale di 5x104/pozzetto, in piastre inerti di polivinilidene difluoride 
(PVDF) da 96 pozzetti caratterizzate da un anticorpo monoclonale (mAb) specifico per 
l’IFN-γ umano già adeso sul fondo. Sono stati quindi aggiunti gli antigeni (rPPE44, 
peptidi, PPD ed ESAT-6), gli agenti stimolanti opportuni come controllo positivo (PMA e 
IONO) e il solo terreno come controllo negativo, in modo da avere per ciascun pozzetto 
un volume finale di 100μl. La piastra è stata coperta ed incubata per 16-24 ore a 37°C in 
atmosfera umida contenente CO2 al 5%. Successivamente, dopo due lavaggi necessari 
per l’eliminazione di cellule e citochine non legate, è stato aggiunto alla piastra un 
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anticorpo biotinilato specifico per l’IFN-γ umano. La piastra è stata quindi incubata 
un’ora a TA e dopo ulteriori lavaggi è stato aggiunta streptavidina coniugata all’enzima 
fosfatasi alcalina. Dopo un’altra ora di incubazione a TA e successivi lavaggi, è stato 
aggiunto il substrato dell’enzima (nitro-blu tetrazolio cloruro e 5-bromo-4-cloro-3’-
indolifosfato-p-toluidina, NBT/BCIP) che ha portato alla formazione di precipitati 
colorati (spot). La reazione colorimetrica è stata bloccata con acqua distillata dopo circa 
3-15 minuti, tempo dopo il quale si distinguono chiaramente gli spot nei controlli 
positivi.  
Dopo aver fatto asciugare la piastra, gli spot colorati presenti in ogni pozzetto sono 
stati contati utilizzando un sistema di lettura automatizzato (AID, Nanogen Advanced 
Diagnostic, Italia). Il test è stato ritenuto valido quando il numero di spot del controllo 
negativo era inferiore a 5 e quello del controllo positivo era superiore a 20. È stato 
considerato positivo il numero degli spot ottenuti nelle colture stimolate con i vari 
antigeni quando questo era superiore a 5. 
 
4.5 Colorazione intracellulare delle citochine (ICS) 
 
Stimolazione delle cellule con gli antigeni 
La sottopopolazione dei linfociti T antigene specifici è stata determinata mediante la 
valutazione delle citochine intracitoplasmatiche con tecnica citofluorimetrica. 2x106 
PBMC sono stati incubati in 500 μl di terreno RPMI-1640 completo addizionato con 
plasma autologo al 3% in presenza degli antigeni (PPD, p1L, p18L, PPE44 ed ESAT-6), 
degli agenti stimolanti (PMA e IONO) o del solo terreno. Dopo 1 ora di attivazione a 
37°C in atmosfera umida contenente il 5% di CO2 è stato aggiunto un inibitore della 
secrezione delle proteine neo-sintetizzate (brefeldina A, BFA, 5 μg/ml, Sigma Aldrich, 
Italia). La BFA provoca nelle cellule il blocco della secrezione proteica inibendo il 
trasporto delle vescicole dal reticolo endoplasmatico al reticolo del Golgi e 
determinando un accumulo di citochine nella cellula (Prussin, 1997). Per aumentare la 
percentuale di linfociti T CD4+ specifici secernenti IFN-γ, a tutti i campioni, tranne quello 
stimolato con PMA/IONO, sono stati aggiunti gli anticorpi anti-CD28 (clone 28.6, 
0,5μg/ml, eBioscience, USA) e anti-CD49 (clone 9F10, 0,5μg/ml, eBioscience, USA) che 
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si sono dimostrati in grado di aumentare di tre volte la rilevazione di linfociti antigene-
specifici secernenti citochine (Gauduin et al, 2004).  
 
Fissazione e permeabilizzazione delle cellule 
Dopo 6 ore di stimolazione con l’antigene, le cellule sono state fissate con una 
soluzione (FACSfix) di paraformaldeide all’1% in tampone fosfato (PBS) e 
permeabilizzate con saponina allo 0,1%. Il ruolo del permeabilizzante è quello di aprire 
una via di ingresso nella membrana plasmatica per permettere agli anticorpi di entrare 
e legare le citochine prodotte e bloccate all’interno della cellula (Halldén et al, 1989).  
 
Marcatura di membrana e intracitoplasmatica 
Le cellule sono state marcate con mAb anti-CD4-ficoeritrina (PE) (Miltenyi Biotec, 
Germania) ed anti-IFN-γ-isotiocianato di fluoresceina (FITC) (eBioscience, USA). La 
marcatura anticorpale è stata condotta al buio per un’ora, utilizzando 4 l di mAb anti-
CD4-PE e 0,5μl di anti-IFN-γ-FITC. Dopo colorazione, i campioni sono stati lavati due 
volte in PBS contenente FBS (2%), NaN3 (0,1%) e saponina (0,1%) (soluzione di lavaggio) 
per 10 minuti a 1500 rpm, e risospesi in 300 l dello stesso tampone (privo di saponina) 
per l’acquisizione al citofluorimetro. 
 
Acquisizione ed analisi 
L’acquisizione e l’analisi sono state eseguite mediante l’impiego di un citofluorimetro 
(FACSCan, Becton Dickinson, USA) avvalendosi del software CellQuest. 
Le cellule sono state caratterizzate in rapporto alle dimensioni (FSC, forward scatter), 
all’architettura interna (SSC, side scatter), alla presenza del marcatore CD4-PE e della 
citochina IFN-γ-FITC.  
Per rappresentare la correlazione tra i due parametri (FSC vs. SSC o FITC vs. PE), è 
stato utilizzato il diagramma di dispersione a punti (dot-plot), nel quale ogni punto 
rappresenta un singolo evento, dotato di un definito valore per ciascuno dei due 
parametri considerati. Nei diagrammi a due parametri le aree contenenti gli eventi da 
numerare si suddividono mediante cursori con l’ulteriore possibilità di selezionare 
elettronicamente (“gating”) le popolazioni cellulari su cui eseguire l’analisi. La 
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popolazione di linfociti T antigene-specifici è stata identificata sulla base dei parametri 
fisici cellulari (FSC vs. SSC) che ci ha permesso, attraverso la delimitazione mediante 
“gate”, di escludere monociti, granulociti, cellule morte. Per ciascun soggetto, i risultati 
sono stati espressi come percentuali di linfociti T CD4+/IFN-γ+ sottratte della 
percentuale ottenuta nel controllo negativo non stimolato. L’analisi fenotipica dei 
linfociti T CD4+/IFN-γ+ è stata effettuata su un totale di 250.000 eventi. Il cut-off di 
positività è stato definito in maniera arbitraria pari a 0.01%, (Hughes et al, 2005; Tesfa 
et al, 2004). 
 
4.6 Estrazione di DNA da sangue periferico e tipizzazione degli antigeni leucocitari 
umani (HLA) 
 
L’estrazione di DNA da sangue periferico di donatori sani PPD-  e PPD+, è stata condotta 
utilizzando un estrattore automatico (Maxwell 16 Blood DNA Purification kit, Promega, 
USA). Il DNA è stato isolato utilizzando 300 µl di sangue intero in EDTA. I passaggi 
automatizzati eseguiti dall’estrattore includono: 
•lisi del campione in presenza di detergente e agente caotropico 
•legame degli acidi nucleici a particelle di silice magnetizzata 
•separazione delle particelle legate dagli altri componenti cellulari 
•eluizione degli acidi nucleici in una formulazione che può essere aggiunta 
direttamente alla reazione a catena della polimerasi (PCR). 
La tipizzazione dell’HLA-DR-DQ è stata condotta con la metodica PCR-SSP (Sequence 
Specific Priming) (HLA Ready Gene DR-DQ Low, Inno-Train, Germania). In breve, è stata 
impiegata una piastra da 96 pozzetti sul cui fondo sono adesi i primer specifici. È stata 
quindi preparata una miscela formata da 220µl di H2O apirogena, 110µl di buffer 
(contenente nucleotidi, PCR buffer, rosso cresolo, glicerina), 2,5µl di Taq; 10 µl di tale 
miscela sono stati aggiunti nel pozzetto corrispondente al controllo negativo, mentre alla 
miscela rimanente sono stati aggiunti 35µl di DNA ed il tutto è stato distribuito nei pozzetti 
rimanenti della piastra. Dopo la fase di amplificazione, i campioni di DNA sono stati stati 
separati mediante elettroforesi su gel di agarosio al 2% e visualizzati tramite colorazione 
con bromuro di etidio ed esposizione alla luce ultravioletta.  
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4.7 Espressione e purificazione  di rPPE44 in E. coli  
 
Il plasmide ricombinante pQE-30 UA (Qiagen, Germania) contentente il gene che 
codifica la PPE44 e una coda di 6 istidine all’estremità N-terminale, è stato utilizzato per 
trasformare cellule di E.coli M15 (pREP4). L’espressione di  rPPE44 è stata indotta in 100 ml 
di coltura di E. coli M15 (pREP4) durante la fase di crescita esponenziale tramite l’aggiunta 
di isopropylthio--D-galactoside (IPTG) 1 mM. Dopo incubazione a 37°C in agitazione per 1 
h e 30 min la coltura è stata centrifugata a 5000 rpm a 4°C per 15 min. Il pellet è stato 
risospeso in 30 ml di tampone di lisi (20mM NaH2PO4, 500mM NaCl, 6MguHCl per la 
purificazione in condizioni denaturanti oppure 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM 
imidazolo, pH 8.0 per la purificazione in condizioni native), messo in agitazione per 20 min 
a TA, sonicato per circa 15 min e quindi centrifugato a 4200 rpm per 15 min. La 
purificazione della proteina è stata eseguita mediante cromatografia di affinità: il lisato 
batterico è stato unito ad una resina costituita da agarosio-acido nitrilotriacetico Ni2+ e la 
miscela è stata caricata in una colonna (Qiagen, Germania). In seguito a 2 lavaggi con 4 ml 
di buffer di lavaggio (100mM NaH2PO4, 10mM Tris-Cl, 8M urea, pH 6.3 per la purificazione 
in condizioni denaturanti oppure 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 20mM imidazolo, pH 8.0 
per la purificazione in condizioni native), la proteina è stata eluita dalle 4 alle 8 volte con 
0,5 ml di buffer di eluizione (100mM NaH2PO4, 10mM Tris-Cl, 8M urea, pH 5.9/4.5 per la 
purificazione in condizioni denaturanti oppure 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 250mM 
imidazolo, pH 8.0 per la purificazione in condizioni native).  
Eventuali contaminazioni da endotossina nelle soluzioni contenenti la proteina rPPE44 
purificata sono state rimosse attraverso l’utilizzo del kit Detoxi-Gel™ Endotoxin Removing 
Gel (Thermo Scientific, USA). Tale sistema utilizza delle colonne contenenti come matrice la 
polimixina B, un piccolo peptide cationico a struttura ciclica che lega il lipide A dell’LPS 
neutralizzando la sua attività biologica. L’effettiva eliminazione dell’LPS è stata verificata 
attraverso un saggio di colorazione intracellulare delle citochine già descritto nel paragrafo 
4.1.5.  A tale scopo, i PBMC di donatori sani, alla concentrazione di 2x106 /500µl, sono stati 
stimolati per 1h a 37°C al 5% di CO2, con la soluzione contenente rPPE44 purificata trattata 
per la rimozione dell’LPS (10µl); è stata quindi aggiunta la BFA (5µg/ml) e le cellule sono 
state incubate per altre 3 ore.  Come controlli positivi sono stati utilizzati  l’LPS (10ng/ml) e 
la PMA/IONO (10 ng/ml e 250 ng/ml). Al termine del periodo di stimolazione, le cellule 
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sono state fissate con la soluzione di FACSfix, colorate con gli mAb anti-CD4-PE (3µL) e 
anti-TNF-α-FITC (1,5µL), e quindi acquisite al citofluorimetro. 
 
4.8 Espressione e purificazione  di rPPE44 in cellule di mammifero 293T  
 
La PPE44 è stata fatta esprimere in cellule 293T mediante un processo di trasfezione, e 
successivamente purificata. Le 293T derivano da una linea cellulare di rene embrionale 
umano, ingegnerizzata col gene codificante l’antigene T del virus SV40 che riconosce e lega 
fortemente i promotori derivati da questo virus. Tali cellule sono state mantenute in 
coltura in terreno RPMI-1640 supplementato con L-glutammina 2mM, penicillina 100 U/ml, 
streptomicina 100 μg/ml e FBS al 10% a 37°C in atmosfera umida contenete CO2 al 5%.  
Il gene codificante la PPE44 è stato clonato nel vettore d’espressione pcDNA3.1 
(invitrogen, USA) che è sotto il controllo di un promotore di citomegalovirus. Per il 
clonaggio, il gene 6xhis-ppe44, già presente nel plasmide pQE-30 UA, ed il plasmide 
pcDNA3.1 sono stati digeriti rispettivamente con gli enzimi di restrizione EcoRI/SalI 
(BioLabs, USA) e EcoRI/XhoI (BioLabs, USA); in particolare, 4µg di DNA è stato digerito per 
1h a 37°C con 20 U di endonucleasi di restrizione in un volume finale di 15 μl. I frammenti 
ottenuti sono stati ligati utilizzando l'enzima T4 DNA Ligase (3U, Roche, Germania). Il 
plasmide ricombinante è stato quindi impiegato per trasformare cellule JM109 di E. coli, 
precedentemente rese competenti mediante trattamento con CaCl2 50 mM, e le colonie 
trasformanti sono state selezionate su terreno addizionato con ampicillina (Fig.10). Il DNA 
plasmidico è stato sottoposto ad analisi di restrizione con l’enzima SmaI, allo scopo di 
identificare le colonie contenenti plasmidi che includevano l’inserto orientato 
correttamente. Il plasmide ricombinante pcDNA 3.1-6xhis-ppe44 utilizzato per la 
trasfezione transiente delle cellule HEK293T è stato ottenuto impiegando un kit di 
purificazione di DNA (Qiagen, Germania). 
 La trasfezione è stata eseguita utilizzando la polietilenimmina (PEI, Sigma Aldrich, 
Italia), un polimero cationico che condensa il DNA plasmidico in particelle cariche 
positivamente rendendole capaci di interagire con la superficie cellulare anionica. Dopo 
che il complesso DNA-PEI è entrato nella cellula per endocitosi, l’alta densità di carica del 
polimero causa la rottura dei lisosomi. Questo riduce la degradazione del DNA plasmidico e 
permette il suo rilascio nel citosol permettendo la sua migrazione nel nucleo.  
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3x106 cellule sono state seminate in 10 ml di RPMI-1640 supplementato con L-
glutammina 2mM, penicillina 100 U/ml, streptomicina 100 g/ml e FBS 10%  in piastre da 
coltura cellulare da 10 cm. Il giorno seguente le cellule sono state trasfettate con 25 µg del 
plasmide ricombinante; a tale proposito, il DNA è stato mescolato con una soluzione di 
NaCl 150 mM fino ad un volume di 700 µl, mentre 100 µl di PEI (10 µM, Sigma Aldrich, 
Italia) sono stati portati a 700 µl sempre con NaCl 150 mM. Le due soluzioni sono state 
mescolate ed incubate a TA per 15 minuti; successivamente, la miscela DNA-PEI è stata 
delicatamente aliquotata sulle cellule il cui terreno è  stato sostituito con 5 ml di RPMI-
1640 privo di antibiotici ed FBS. Dopo 6 ore di incubazione  a 37°C in atmosfera umida 
contenente il 5% di CO2 , il terreno è stato sostituito con 10 ml di RPMI-1640 completo. Le 
cellule trasfettate sono state raccolte  a 48 ore.  
Il pellet delle HEK293T è stato risospeso in tampone di lisi (500µl per 107 cellule, 50mM 
NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM imidazolo, 0,05% Tween 20, pH 8.0) e successivamente 
sottoposto a cicli di congelamento/scongelamento in azoto liquido. Il surnatante 
contenente la 6xhis-PPE44, ottenuto in seguito a centrifugazione, è stato quindi risospeso 
con la resina Ni-NTA (circa 0,5ml) ed incubato due ore a 4°C in rotazione. In seguito a 2 
lavaggi con 0,8 ml di buffer di lavaggio (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 20mM imidazolo, 
0,05% Tween 20, pH 8.0), la proteina è stata eluita 4 volte con 0,1ml di buffer di eluizione 
(50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 250mM imidazolo, 0,05% Tween 20, pH 8.0). 
 
 
 
Figura 10. Schema rappresentativo del clonaggio della his-PPE44 nel plasmide pcDNA3.1 
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4.9 Elettroforesi di proteine su gel di poliacrilamide (SDS-PAGE) e Western Blotting  
 
La purificazione di rPPE44 ed il suo grado di purezza è stata valutata mediante 
elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni denaturanti (SDS-PAGE). 10 µl degli 
eluati sono stati addizionati con 2 µl di una soluzione contenente 0.5 M Tris HCl pH 6.8, 
30% glicerolo, 10% SDS, 0.05% blu di bromo fenolo e con il 5% di β-mercaptoetanolo. I 
campioni così preparati sono stati denaturati mediante bollitura per 5 minuti e caricati su 
un gel di acrilamide/bis-acrilammide costituito da uno stacking gel (5% di acrilammide, 
0,125M Tris-HCl pH 6.8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,01% TEMED) e da un resolving gel (10% di 
acrilammide, 0,375M Tris-HCl pH 6.8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,01% TEMED). La corsa 
elettroforetica è stata effettuata in tampone di corsa (25 mM Tris, 0,1% SDS, 192 mM 
glicina) ad una differenza di potenziale di 200 volt per circa 1 ora. 
Terminata la corsa elettroforetica, il gel è stato colorato in una soluzione contenente 
40% metanolo, 10% acido acetico, 0,1% coomassie brilliant blue per mezz’ora e quindi 
decolorato con una soluzione contenente il 10% di acido acetico. Alternativamente, le 
proteine sono state trasferite su una membrana di nitrocellulosa (Protran BA 85 0,45µm, 
Sigma-Aldrich, Italia) utilizzando una cella per elettrotrasferimento (Bio-Rad, USA) con un 
tampone di trasferimento costituito da 25 mM Tris, 192mM glicina, 20% metanolo ad una 
differenza di potenziale di 100 volt per circa 1 ora. Al termine del trasferimento, la 
membrana è stata incubata O/N in agitazione in una soluzione di bloccaggio contenente 
PBS e 1% di BSA. Successivamente, dopo 4 lavaggi con PBS-Tween 0,05%, la membrana è 
stata ibridata con l’mAb anti-PPE44 in PBS-Tween 0,05% per 2 ore. Dopo 4 lavaggi con PBS-
Tween 0,05%, è stato aggiunto l’anticorpo secondario anti-IgG coniugato con l’enzima 
fosfatasi alcalina (1:10000 in PBS-Tween 0,05%) (Sigma-Aldrich, Italia). La rivelazione delle 
bande è stata effettuata utilizzando come substrato il NBT/BCIP. 
 
4.10 Generazione di cellule dendritiche da monociti 
 
I monociti sono stati purificati a partire dai PBMC isolati dal sangue periferico di 
donatori sani (sacche di “buffy coat”) utilizzando il protocollo descritto nel paragrafo 4.2. I 
monociti sono stati quindi isolati facendo aderire, per 2 ore a 37°C in atmosfera umida 
contenente il 5% di CO2, 7,5 x 10
6 PBMC in 1 ml di RPMI-1640 in piastre da 6 pozzetti sul 
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cui fondo era stato precedentemente distribuito plasma autologo al 3%. Dopo 2 ore di 
adesione sono stati effettuati quattro lavaggi con RPMI-1640 per eliminare I leucociti in 
sospensione. I monociti aderenti sul fondo del pozzetto sono stati invece coltivati per 5 
giorni a 37 °C e 5% di CO2 in presenza del Fattore Stimolante le Colonie di 
Granulociti/Macrofagi ricombinante umano (100 ng/ml, rhGM-CSF; Miltenyi Biotec, 
Germania) ed Interluchina-4 ricombinante umana (30ng/ml, rhIL-4; Miltenyi Biotec, 
Germania). Il GM-CSF e l’IL-4 inducono il differenziamento di monociti non proliferanti in 
cellule dendritiche (DC) immature, non aderenti, che esprimono, a bassi livelli, gli antigeni 
CD83 e p55 (Steinman et al, 1997). Il terreno di coltura usato per tutte le colture cellulari è 
stato ottenuto utilizzando RPMI 1640 supplementato con L-glutammina 2mM, penicillina 
100 U/ml, streptomicina 100 g/ml e FBS al 10% . 
 
4.11 Antigeni impiegati per la stimolazione delle cellule dendritiche 
 
rPPE44: la proteina rPPE44 ottenuta in condizioni denaturanti (vedi paragrafo 4.7) è 
stata impiegata alla concentrazione finale di 5 μg/ml. 
Dominio PPE44160-382: il dominio PPE44160-382, lungo 222 aminoacidi ottenuto in 
condizioni native (Primm, Italia), è stato utilizzato alla concentrazione finale di 5µg/ml. 
Lipopolisaccaride (LPS): come controllo positivo di maturazione è stato impiegato l’LPS 
di E. coli (ceppo 0127:B8, Sigma Aldrich, Italia), ed è stato utilizzato alla concentrazione di 
100 ng/ml.  
Tutti gli stimoli sono stati mantenuti in coltura per 24 ore, tempo dopo il quale le DC 
sono state raccolte, lavate e colorate per la caratterizzazione fenotipica al citofluorimetro. 
 
4.12 Caratterizzazione fenotipica delle cellule dendritiche 
 
L’analisi fenotipica delle DC è stata eseguita mediante citofluorimetria a flusso. La 
popolazione delle cellule dendritiche è stata identificata sulla base dei parametri fisici 
cellulari utilizzando un mAb anti-CD1a marcato con il fluorocromo FITC. La determinazione 
del fenotipo dendritico mediante l’uso di mAb diretti contro marcatori di membrana è stata 
eseguita sulle DC immature e mature, avvalendosi, per l’acquisizione e l’analisi dei dati, di 
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un citofluorimetro (FACSCan, Becton Dickinson, USA) e del software CellQuest. Sono stati 
eseguiti esperimenti di marcatura delle cellule per stabilire la concentrazione ottimale di 
anticorpo monoclonale da utilizzare in relazione a parametri fisici e di fluorescenza. Gli 
anticorpi monoclonali utilizzati e diretti verso antigeni di membrana delle DC erano: 
anti-CD1a. Il CD1a riconosce le componenti proteiche della famiglia delle molecole CD1. 
Il CD1a è il marcatore più caratteristico e di gran lunga più utilizzato per identificare le DC 
(comprese le cellule di Langerhans). Si tratta di una molecola di 49 KDa, associata alla β2-
microglobulina, implicata nella presentazione di antigeni non peptidici (lipidi e glicolipidi) ai 
linfociti T (Porcelli, 1995; Briken et al, 2000). 
anti-HLA-DR. Le DC a fenotipo maturo esprimono intensamente gli antigeni HLA di 
classe II (HLA-DR, -DQ, -DP) (Sallusto e Lanzavecchia, 2002). Le molecole HLA sono molecole 
codificate dal Complesso Maggiore di Istocompatibilità espresse sulla membrana delle 
cellule umane, inizialmente identificate come alloantigeni espressi sulla superficie dei 
leucociti.  
anti-CD80. Il CD80 (noto anche come B7-1) è una molecola costimolatoria, di 60 KDa, 
espressa ad alti livelli sulle DC mature. Riveste un ruolo cruciale nell’attivazione delle 
cellule T da parte delle DC in quanto ligando di CD28 e di CD152 (CTLA-4) (de Jong et al, 
2005). 
 anti-CD83. Il CD83, molecola di 43 KDa appartenente  alla Superfamiglia delle 
Immunoglobuline (Ig), è espressa a livelli molto bassi sulle DC immature e compare in 
maniera univoca su quelle mature (Prechtel e Steinkasserer, 2007) .  
Per evidenziare eventuali legami non specifici, sono stati utilizzati mAb murini di 
controllo dello stesso isotipo di quelli utilizzati per la marcatura ma non specifici per 
antigeni di superficie dei leucociti (controlli isotipici). La marcatura anticorpale è stata 
condotta a freddo e al buio per un’ora, utilizzando 5 l di anticorpo monoclonale. Dopo 
colorazione, i campioni sono stati centrifugati in PBS contenente FBS (2%) e NaN3 (0,01%) 
(soluzione di lavaggio) per dieci minuti, a 1200 rpm e risospesi in 300 l di una soluzione di 
paraformaldeide all’1% in PBS per l’acquisizione al citofluorimetro. 
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5  RISULTATI  
5.1 RISPOSTA IMMUNE T ANTI-PPE44 
 
5.1.1 Produzione di IFN- in risposta a rPPE44 
 
Nella prima parte del lavoro è stata valutata, mediante saggio ELISpot, la produzione di 
IFN-γ in risposta alla proteina rPPE44 in colture di linfociti T periferici di 8  soggetti sani 
PPD-, 7 soggetti sani PPD+, 4 soggetti vaccinati con BCG e 8 pazienti con TB.  
Come mostrato in Fig. 11A, è stata osservata produzione di IFN-γ (7 spot) soltanto in 1 
degli 8 soggetti appartenenti alla popolazione di controllo PPD-; tra gli individui vaccinati 
con BCG, solo 2 soggetti su 4 hanno risposto alla rPPE44 producendo 10 e 16 spot, 
rispettivamente. Tutti gli individui sani PPD+, eccetto uno, rispondevano alla rPPE44 
producendo alti numeri di spot (11-71). Per quanto riguarda gli 8 pazienti con TB attiva, la 
reattività alla rPPE44 è stata osservata soltanto in 2 soggetti che avevano prodotto 5 e 18 
spot, rispettivamente.  
Per verificare che l’IFN-γ fosse prodotto effettivamente dai linfociti T CD4+, i PBMC delle 
stesse categorie di soggetti sono stati analizzati mediante citofluorimetria a flusso, che ha 
permesso di valutare la frequenza dei linfociti T CD4+/IFN-γ+ PPE44-specifici.   
Come mostrato in Fig. 11B, la frequenza dei linfociti T CD4+-PPE44-specifici secernenti 
IFN-γ era più bassa del cut-off in tutti i donatori sani PPD-; tra i soggetti sani PPD+, i linfociti 
T di 3 soggetti su 7, rispondevano positivamente, seppur con efficienza variabile, a rPPE44 
mostrando un range di positività all’interno della popolazione linfocitaria compreso tra 
0.03-0.46%. Infine, sia tra i pazienti con TB che tra i soggetti vaccinati con BCG, solamente 
un individuo presentava percentuali di linfociti T CD4+/IFN+ superiori al cut-off in risposta a 
rPPE44 (0,03% e 0,04%, rispettivamente). I risultati ottenuti riflettono la minore sensibilità 
del saggio ICS rispetto all’ELISpot, probabilmente dovuta al fatto che con l’ICS si 
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selezionano esclusivamente i linfociti T CD4+, mentre con l’ELISpot si rilevano anche altre 
popolazioni secernenti IFN-γ, quali linfociti T CD8+ e cellule natural killer (Karlsson et al, 
2003).  
 
 
 
 
            
           Figura 11. Secrezione di IFN-γ nei confronti di rPPE44 da parte dei PBMC di soggetti PPD-, PPD+, vaccinati con 
BCG e pazienti con TB, analizzata mediante il saggio ELISpot (A) e ICS (B). 
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5.1.2 Risposta T ai peptidi sintetici di PPE44 
 
Gli esperimenti successivi hanno avuto come scopo quello di mappare gli epitopi T di 
PPE44 valutando la produzione di IFN-γ da parte dei linfociti T di 3 soggetti sani PPD+, 
utilizzati nei precedenti esperimenti. I tre soggetti scelti risultavano essere positivi al test 
cutaneo della tubercolina e al Quantiferon TB Gold. I PBMC dei tre donatori sono stati 
stimolati con una batteria di 32 peptidi, ciascuno di 20 aminoacidi, sovrapposti di 10 residui 
in modo da ricoprire l’intera sequenza della proteina e la risposta immune peptide-
specifica è stata valutata mediante saggio ELISpot. Come atteso e come mostrato in Fig.12, 
i PBMC dei tre donatori reagivano nei confronti di rPPE44, utilizzata come controllo, 
generando un numero di spot compreso tra 25 e 95. Tra i peptidi analizzati, l’unico nei 
confronti del quale è stata osservata una significativa produzione di IFN-γ in tutti i donatori 
è stato il peptide p1L (VDFGALPPEVNSARMYGGAG), corrispondente ai primi 20 aminoacidi 
dell’estremità N-terminale della proteina PPE44. Per quanto riguarda gli altri peptidi 
studiati, soltanto un individuo mostrava una risposta, seppur debole, verso i peptidi p6L, 
p9L, p11L, p12L, p21L, p22L, p30L, con un numero di spot compreso tra 6 e 9, mentre gli 
altri due donatori mostravano un numero di spot inferiore a 5 nei confronti di tutti i 
peptidi, tranne il p1L. L’unico peptide nei confronti del quale tutti e tre i soggetti  non 
presentavano spot e dunque nessuna produzione di IFN-γ, è stato il p18L 
(SHITNPAGLAHQAAAVGQAG) corrispondente agli aminoacidi 171-190 della sequenza 
proteica. Tale peptide è stato dunque scelto come controllo negativo per gli esperimenti 
successivi.  
I risultati ottenuti suggeriscono che il peptide p1L possa rappresentare un epitopo T 
immunodominante della proteina PPE44. 
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          Figura 12. Secrezione di IFN-γ da parte dei PBMC di tre soggetti s aniPPD
+
 in risposta ai peptidi sintetici ricoprenti    
l’intera sequenza della proteina. La  rPPE44 è stata utilizzata come controllo. 
 
5.1.3 Risposta immune anti-p1L  
 
La risposta immune nei confronti del peptide p1L è stata quindi valutata, mediante 
saggio ELISpot e citofluorimetria, in colture di linfociti T periferici di  soggetti sani PPD-, 
soggetti sani PPD+, soggetti vaccinati con BCG e pazienti con TB. Il PPD e l’antigene ESAT-6 
sono stati inclusi come controlli; l’ESAT-6 infatti rappresenta un potente antigene T 
immunodominante, utilizzato nella diagnosi immunologica di TB ed incluso tra gli antigeni 
più promettenti per lo sviluppo di un nuovo vaccino antitubercolare (Aggerbeck e Madsen 
2006; Brodin et al, 2004). 
Come atteso, nei soggetti sani PPD- praticamente non sono stati rilevati linfociti T 
secernenti IFN-γ in risposta al p1L, al PPD e all’ESAT-6 (Fig.13A). 
 Al contrario, gli individui sani PPD+, mostravano il più elevato numero di linfociti T 
secernenti IFN-γ in risposta al p1L, con un numero di spot variabile tra 13 e 78, ed in 
risposta al PPD, con un numero di spot compreso tra 12 e 71. Nei confronti dell’antigene 
ESAT-6 invece, si osservava produzione di IFN-γ da parte dei linfociti T di 3 soggetti su 7 (8, 
51, 5 spot, rispettivamente), mentre solo un individuo rispondeva al controllo negativo 
p18L (16 spot) (Fig.13B). Tra i soggetti vaccinati con BCG, nei confronti dell’antigene  p1L, si 
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osservava una debole produzione di IFN-γ da parte di solo un individuo (11 spot), così come 
nei confronti dell’ESAT-6 (8 spot) e del dell’antigene di controllo negativo p18L (45 spot). 
Due soggetti rispondevano invece positivamente al PPD (22 e 27 spot, rispettivamente) 
(Fig.13C). Tra gli 8 pazienti con TB, la risposta al p1L era assente o molto debole, e solo un 
paziente mostrava un numero di spot positivo (13 spot). La differenza dai soggetti PPD+ è 
significativa sia per quanto riguarda la proporzione dei soggetti rispondenti, sia per quanto 
riguarda il numero degli spot rilevati (P<0,005). Tra i pazienti con TB, nei confronti del PPD 
e dell’ESAT-6 la produzione di IFN-γ si osservava rispettivamente in 6 e 4 soggetti, risposta 
non statisticamente significativa se confrontata con i donatori PPD+ (Fig.13D). 
La produzione di IFN-γ nelle stesse categorie di soggetti, è stata valutata anche 
mediante ICS. Nell’insieme, i risultati ottenuti (Fig.14 A-D) erano paragonabili a quelli 
osservati con il saggio ELISpot, ed hanno confermato che la maggiore parte dei soggetti 
sani PPD+ (57% di positività nell’ICS vs. il 71% di positività nell’ELISpot) mostravano una 
risposta immune nei confronti del peptide p1L, non presentata da nessuno dei pazienti con 
TB attiva. Sebbene il saggio ICS si sia mostrato nuovamente di sensibilità inferiore rispetto 
all’ELISpot (Karlsson et al, 2003), ha permesso di confermare che l’IFN-γ fosse 
effettivamente secreto dai linfociti T CD4+. Tra i soggetti che rispondevano positivamente, 
la più alta frequenza dei linfociti T IFN-γ-specifici è stata di 0,51%, valore significativamente 
più alto rispetto al cut-off. Tra i soggetti vaccinati con BCG, soltanto un individuo 
presentava una debole risposta al p1L (0,02%). 
La figura 15B-C riporta un esempio rappresentativo di analisi ICS relativa alla risposta 
nei confronti del p1L e della rPPE44 da parte dei PBMC ottenuti da un soggetto sano PPD+. 
Come mostrato in figura, non è stata osservata reattività nei confronti del p1L o della 
rPPE44 nella popolazione di cellule CD4-, indicando che la risposta al p1L, rilevata mediante 
ELISpot nei donatori sani PPD+, è da attribuire al linfociti T CD4+.  
Successivamente, al fine di individuare l’epitopo immunologicamente attivo di p1L, 
sono stati selezionati 3 ulteriori peptidi interni a p1L ciascuno di 12 aminoacidi: p1L-1 
(corripondente alle posizioni aminoacidiche 1-12), p1L-2 (posizioni 3-14) e p1L-3 (posizioni 
5-16). Tali peptidi sono stati impiegati in un saggio ICS per stimolare i PBMC di due donatori 
sani PPD+; come controlli, sono stati utilizzati il peptide p1L e il peptide p2L. I risultati sono 
riportati in Fig. 16. In accordo con i risultati ottenuti nei precedenti esperimenti, entrambi i 
soggetti sani PPD+ producevano IFN-γ in risposta a  p1L, con una percentuale di cellule CD4+ 
pari a 0,09% e 0,05%, rispettivamente, mentre non rispondevano a p2L. Per entrambi i 
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donatori, le maggior percentuale di cellule CD4+/IFN-γ+ (0,08 e 0,05, rispettivamente) è 
stata osservata in risposta al peptide p1L-1. Nei confronti del peptide p1L-2 la percentuale 
di cellule CD4+/IFN-γ+ è stata  di 0,08% e 0,03%, mentre nei confronti del p1L-3 si osservava 
una minore produzione di IFN-γ (0,02% e 0,01%). I dati ottenuti suggeriscono quindi che 
l’epitopo immunodominante di PPE44 sia compreso tra le posizioni aminoacidiche 3-12. 
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Figura 13. Secrezione di IFN-γda parte dei PBMC di soggetti sani PPD- (A), soggetti sani PPD+ (B), soggetti vaccinati con BCG (C) e pazienti con TB(D) in risposta a 
p1L, p18L, PPD e ESAT-6, valutata mediante ELISpot. 
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                    Figura 14. Secrezione di IFN-γda parte dei PBMC di soggetti sani PPD- (A), soggetti sani PPD+ (B), soggetti vaccinati con BCG (C) e pazienti con TB(D) in risposta a 
p1L, p18L, PPD e ESAT-6, valutata mediante ICS. 
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Figura 15. Esempio rappresentativo di analisi al citofluorimetro in risposta al p1L in un soggetto PPD- (A) 
ed in un soggetto PPD+ (B) ed in risposta a rPPE44 in un soggetto PPD+ (C). La percentuale di linfociti  T 
CD4
+
/IFN-γ
+
 si riferisce alle cellule presenti nel quadrante in alto a destra.  
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Figura 16. Secrezione di IFN-γ da parte dei PBMC di due soggetti sani PPD
+
 in risposta a p1L e p2L utilizzati 
rispettivamente come controllo positivo e negativo, ed in risposta ai tre peptidi interni di p1L (p1L-1, p1L-2, p1L-3), 
valutata mediante ICS. 
 
 
5.1.4 Polimorfismo allelico HLA dei soggetti rispondenti a p1L 
 
Un dato interessante che emerge dallo studio della risposta T CD4+/IFN+ anti-p1L è che 
il peptide veniva riconosciuto dalla maggior parte (5 su 7) degli individui sani PPD+, 
suggerendo quindi che il peptide p1L  è con molta probabilità capace di legare diversi alleli 
umani HLA-DR.  E' stata quindi effettuata la tipizzazione degli antigeni HLA-DR e DQ di 6 
soggetti sani PPD+, utilizzati negli esperimenti precedenti, e, come controllo, di 3 soggetti 
sani PPD-. Entrambe le categorie di individui si sono rivelate eterogenee nell’espressione 
delle molecole HLA-DR e HLA-DQ. Nell’ambito degli alleli HLA-DR, i soggetti sani PPD+ 
hanno mostrato un profilo costituito dal DR7, DR10, DR11, DR13 e DR15, mentre i soggetti 
PPD- mostravano un profilo caratterizzato da DR1, DR3, DR7, DR11, DR13. Nell’ambito degli 
alleli HLA-DQ, invece, in entrambe le categorie di soggetti si osservavano gli alleli DQ2, 
DQ3, DQ5, DQ6 (Tab.2). Solo due soggetti PPD+ hanno mostrato un profilo allelico uguale. 
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L'elevata eterogeneità dei profili allelici HLA degli individui rispondenti a p1L suggerisce 
la natura "promiscua" di p1L. 
 
 
       Reattività a p1L                   Combinazione allelica 
+  
DRB1*10 – DRB1*11 
DQB1*03 – DQB1*05 
+  
DRB1*10 – DRB1*11 
DQB1*03 – DQB1*05 
+  
DRB1*11 – DRB1*11 
DQB1*03 – DQB1*03 
+  
DRB1*07 – DRB1*15 
DQB1*03 – DQB1*06 
+  
DRB1*11 – DRB1*13 
DQB1*03 – DQB1*06 
-  
DRB1*07 – DRB1*13 
DQB1*02 – DQB1*06 
 
                 Tabella 2. Combinazione allelica in 6 soggetti sani PPD
+
 , 5 dei quali p1L
+
. 
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5.2 INTERAZIONE DI PPE44 CON LE CELLULE DENDRITICHE 
 
5.2.1 Espressione e purificazione della proteina ricombinante PPE44 
 
Per poter studiare efficacemente in vitro l’interazione delle cellule dendritiche con una 
determinata proteina, sarebbe necessario poter disporre della configurazione nativa della 
proteina. Tale condizione permetterebbe infatti di valutare in maniera più verosimile 
possibile gli eventi che si verificherebbero in vivo in seguito all’infezione dell’organismo 
umano da parte di un agente batterico. Tuttavia, la purificazione in condizioni native di una 
proteina ricombinante espressa in cellule batteriche, spesso è resa difficile perché tali 
proteine, o perché tossiche per il microrganismo o semplicemente perché super espresse, 
vengono accumulate nel citoplasma cellulare sotto forma di corpi di inclusione insolubili 
che ne rendono difficile la purificazione. 
 
Espressione e purificazione di rPPE44 in E.coli 
La proteina PPE44, clonata nel vettore di espressione pQE-30 UA, è stata espressa in E. 
coli mediante induzione con IPTG. Inizialmente, è stata tentata la purificazione di rPPE44 
mediante cromatografia di affinità in condizioni native, utilizzando l’imidazolo nei tamponi 
di lisi e di eluizione. La proteina rPPE44 si è rivelata scarsamente solubile in imidazolo ed è 
precipitata nei corpi di inclusione, riducendo considerevolmente la resa finale. Infatti, la 
banda corrispondente alla proteina subito dopo la sua induzione con IPTG, era presente e 
visibile nel gel, mentre risultava appena visibile nei vari eluati in quanto rimaneva per la 
maggior parte nel “flow-through”(dati non mostrati).   
La purificazione è stata quindi condotta in condizioni denaturanti, utilizzando nei 
tamponi di lisi ed eluizione l’urea 8M e il guanidio idrocloridio, sostanze in grado di 
solubilizzare completamente i corpi inclusi e liberare la rPPE44 ad essi legata. Dopo vari 
passaggi di purificazione, necessari per eliminare le sostanze contaminanti derivanti dalle 
cellule batteriche, la proteina è stata efficacemente purificata. Allo scopo di confermare 
che la banda osservata in SDS-PAGE corrispondesse alla rPPE44, è stato effettuato un 
saggio western blotting con l’impiego di anticorpi monoclonali specifici per la rPPE44.  
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Successivamente, l’eliminazione dell’LPS eventualmente presente nella preparazione di 
rPPE44 precedentemente ottenuta, è stata eseguita mediante l’utilizzo di colonnine 
contenenti polimixina B. Un saggio ICS, volto a valutare la produzione da parte dei monociti 
di donatori sani di TNF-α, citochina prodotta in seguito alla stimolazione con LPS, ha infine 
confermato l’assenza di LPS negli eluati contenenti rPPE44. La percentuale di cellule 
CD4+/TNF-α+ si è rivelata infatti inferiore all’1% in tutti gli eluati.  
 
Espressione e purificazione di rPPE44 in cellule di mammifero HEK293T 
In parallelo alla purificazione di rPPE44 in E. coli, è stato allestito un sistema di 
espressione della proteina PPE44 in cellule di mammifero HEK293T. A tale scopo, l’intera 
regione codificante del gene ppe44 “in frame” con una sequenza codificante sei residui 
consecutivi di istidina in posizione amino-terminale è stata clonata nel vettore di 
espressione eucariotico pcDNA3.1. Con il plasmide ricombinante (pcDNA 3.1-6xhisppe44) 
sono state quindi trasfettate le cellule HEK293T, e l’efficienza della trasfezione è stata 
verificata sia nel pellet cellulare lisato che nel surnatante di coltura mediante western 
blotting, utilizzando anticorpi monoclonali diretti contro la rPPE44. Analogamente a quanto 
accaduto per la purificazione di rPPE44 in E. coli, a causa della forte insolubilità della 
proteina, non è stato possibile purificare in condizioni native rPPE44 a partire dai pellet 
delle cellule HEK293T. 
 
5.2.2 Interazione di rPPE44 e del dominio PPE44160-382  con le cellule dendritiche  
 
Allo scopo di valutare l’effetto della PPE44 sulle DC, è stata analizzata al citofluorimetro 
l’espressione delle molecole di superficie CD1a, HLA-DR, CD80 e CD83 dopo trattamento 
per 24 ore delle DC immature con rPPE44 denaturata o il dominio PPE44160-382, o, come 
controllo, LPS.  
La popolazione di cellule dendritiche è stata identificata sulla base dei parametri fisici 
cellulari (FSC vs. SSC); ciò ha permesso, attraverso la delimitazione mediante “gate”, di 
escludere linfociti, granulociti e cellule morte. L’analisi fenotipica è stata effettuata su un 
totale di 10.000 eventi. I risultati sono stati valutati analizzando la variazione dei valori di 
intensità media di fluorescenza (MFI) relativa all’espressione delle molecole CD1a, HLA-DR 
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e CD80. Per quanto riguarda il CD83 i dati sono stati riportati invece come percentuali di 
cellule positive. 
 Come atteso, le DC ottenute da monociti di donatori sani e stimolate con l’LPS 
maturavano mostrando una diminuzione del CD1a (MFI: 105,55±7,53), un aumento 
significativo delle molecole HLA (MFI: 274,39±8,31) e CD80 (MFI: 25,09±3,56) e la comparsa 
del marker di maturazione CD83 (59,79±12,29%) rispetto al controllo non stimolato 
(CD1aMFI=260,07±52,33; HLAMFI=86,47±5,01; CD80MFI=10,46±2,08; CD83: 2,34±1,91%).  
La rPPE44 non induceva sulle DC immature alterazioni significative dell’espressione 
delle molecole di superficie analizzate. Infatti, la percentuale di cellule CD83+ (2,55±0,99%) 
in seguito alla stimolazione con rPPE44 era paragonabile a quella osservata per le DC non 
trattate con rPPE44 (2,34±1,91%), e significativamente più bassa rispetto alle cellule 
stimolate con LPS (59,79±12,29%). Inoltre, l’espressione del CD80 (MFI: 10,46±2,08) e 
dell’HLA (MFI: 91,80±4,59) nelle DC trattate con la rPPE44 era analoga a quella delle cellule 
non trattate (MFI 10,04±2,24 e 86,47±5,01, rispettivamente), e nettamente inferiore 
rispetto a quanto osservato per le cellule maturate con l’LPS (MFI: 25,09±3,56 e 
274,39±8,31, rispettivamente). Il trattamento delle DC con rPPE44 diminuiva 
esclusivamente l’espressione del CD1a (MFI: 162,69±41,44) in confronto all’espressione di 
tale marcatore sulle cellule di controllo non trattate (260,07±52,33), non raggiungendo 
tuttavia gli effetti dell’LPS (MFI 105,55±7,53). 
Risultati analoghi sono stati osservati in seguito al trattamento delle DC con il dominio 
PPE44160-382. L’espressione delle molecole costimolatorie analizzate nelle DC trattate con 
PPE44160-382 (HLAMFI=96,04±6,01; CD80MFI=11,51±2,04), rimaneva pressochè inalterata 
rispetto alle DC non trattate (HLAMFI=86,47±5,01; CD80MFI=10,04±2,24). Soltanto il CD1a 
diminuiva, seppur debolmente, passando ad un valore di MFI 169,60±37,62 nelle DC 
trattate rispetto ad un valore pari a MFI 260,07±52,33 nelle DC non trattate. Le percentuale 
delle cellule CD83+ (2,34±1,4%) rimaneva a livelli bassi, e risultava analoga a quella delle DC 
non trattate (2,34±1,91%). I risultati di quattro esperimenti condotti indipendentemente e 
relativi a rPPE44 e al suo dominio, sono rappresentati nella Figura 17. 
E’ stato quindi valutato l’eventuale ruolo della proteina PPE44 nell’inibizione della 
maturazione delle DC. A tale scopo, è stato effettuato un esperimento co-trattando le DC 
con rPPE44 o con il suo dominio PPE44160-382 in presenza dell’agente maturativo LPS. Come 
mostrato in Figura 18, la maturazione delle DC indotta da LPS non veniva influenzata dalla 
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presenza né di rPPE44 completa né di PPE44160-382. Infatti, la percentuale di cellule CD83
+, 
che era corrispondente a 56,13% quando le DC erano stimolate con LPS, si riduceva a 
51,10% quando le DC erano trattate con LPS e il domino PPE44160-382 e a 31,74% in 
presenza di LPS e rPPE44; tuttavia, il decremento della percentuale di cellule CD83+ è stato 
osservato anche in presenza di LPS e dei tamponi di risospensione delle preparazioni 
proteiche, impiegati come controlli negativi. Analogamente, l’espressione delle altre 
molecole di superficie CD1a, CD80 e HLA non risultava influenzata dalla presenza di rPPE44 
o del dominio PPE44160-382. 
Nel complesso, i risultati ottenuti indicano che la PPE44 non sia in grado di indurre o di 
inibire la maturazione delle DC. 
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Figura 17. Effetto della PPE44 sulle DC immature (iDC). In seguito alla stimolazione delle DC sia con rPPE44 sia con il dominio rPPE44160-382, la percentuale di cellule positive per 
il marker di maturazione CD83 era paragonabile a quella delle delle DC non trattate e nettamente inferiore alle DC maturate con LPS. L’espressione dei marcatori HLA e 
CD80 sulle DC trattate con rPPE44 o rPPE44160-382 era analoga all’espressione di tali marcatori sulle DC immature; solo il CD1a diminuiva sensibilmente, anche se rimaneva 
più elevato di quello osservato per le DC maturate con LPS. 
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Figura 18. Effetto di rPPE44 e del dominio PPE44160-382 sulla maturazione delle DC indotta da LPS. Né la rPPE44 né il suo dominio erano in grado di inibire la maturazione delle DC. 
Eventuali effetti di inibizione della maturazione, osservabili soprattutto a livello del CD83, erano presenti anche in seguito al trattamento delle DC con LPS ed i tamponi di  
risospensione delle proteine.  
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6  DISCUSSIONE 
I risultati riportati nella presente tesi indicano che una risposta immune verso la 
proteina PPE44, caratterizzata dalla produzione di IFN-γ, può essere rilevata, mediante il 
saggio ELISpot, nella maggior parte dei soggetti sani caratterizzati da infezione latente ed in 
minori proporzioni, in soggetti vaccinati con BCG; in particolare, come dimostrato mediante 
l’analisi al citofluorimentro, la produzione di IFN-γ è il risultato dell’attività dei linfociti T 
CD4+. Inoltre, è stata dimostrata la presenza di una forte risposta immune CD4-specifica nei 
confronti della porzione N-terminale della proteina PPE44, corrispondente ai primi 20 
aminoacidi. Al contrario, nella maggior parte dei pazienti con TB attiva non è stata 
riscontrata alcuna risposta immune CD4+/IFN-γ+ specifica nei confronti nè della PPE44 nè 
del peptide p1L. L’importanza immunologica dell’epitopo immunodominante della PPE44 
identificato nel presente studio era già stata dimostrata in un precedente lavoro, in cui era 
stato osservato che il peptide p1L rappresentava il bersaglio antigenico della risposta 
immune IFN-γ+ indotta da IL-2 in topi immunizzati con vaccini a subunità esprimenti PPE44 
(Romano et al, 2008). Inoltre, allo scopo di identificare all’interno della regione di 20 
aminoacidi del peptide p1L l’epitopo immunodominante, è stata valutata la reattività da 
parte di soggetti sani PPD+ nei confronti di 3 peptidi di 12 aminoacidi interni al p1L 
corrispondenti alle posizioni 1-12, 3-14 e 5-16. La maggiore reattività riscontrata per i primi 
due peptidi suggerisce che il dominio immunodominante sia localizzato nella loro porzione 
comune di 10 aminoacidi, ovvero nella sequenza 3FGALPPEVNS12. 
I risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi suggeriscono che la produzione di IFN-γ in 
risposta alla PPE44 potrebbe essere associata ad una risposta immune protettiva anche 
nell’infezione tubercolare umana; infatti, linfociti T IFN-γ+ specifici per il peptide 
immunodominante p1L di PPE44 sono stati rilevati in tutti i soggetti con infezione latente, 
ovvero individui il cui sistema immunitario è riuscito a contenere l’infezione tubercolare 
prevenendo la progressione verso la TB attiva, ed in alcuni soggetti vaccinati con BCG. Al 
contrario, la maggior parte dei pazienti con TB attiva, ovvero individui il cui sistema 
immunitario non è stato in grado di controllare l’infezione tubercolare, non rispondevano 
Pagina | 67 
nè a rPPE44 nè al p1L. A tale proposito, comunque, va considerato che tutti i pazienti 
reclutati per il presento studio erano trattati con farmaci anti-tubercolari, che potrebbero 
aver determinato un decremento della risposta T specifica per M. tuberculosis (Aiken et 
al, 2006; Sauzullo et al, 2009); un’altra possibile spiegazione, che potrebbe chiarire la 
riduzione dei linfociti T PPE44-specifici nel sangue periferico di soggetti con TB acuta, è 
data dall’osservazione che nel corso dell’infezione tubercolare i linfociti T CD4+ sono 
reclutati prevalentemente nel sito di infezione, generalmente il polmone (Nemeth et al, 
2009). In alternativa, è possibile ipotizzare che la ridotta reattività dei linfociti T nei 
confronti del p1L nei pazienti con TB possa essere legata alla viariabilità dell'espressione 
della PPE44 durante l’infezione attiva; infatti, come precedentemente riportato, è stata 
dimostrata una spiccata variabilità di espressione del gene codificante PPE44 tra gli isolati 
clinici di M. tuberculosis, ed è stato inoltre osservato che solo un terzo dei pazienti con TB 
attiva produceva anticorpi verso la PPE44 (Rindi et al, 2007). E' quindi possibile ipotizzare 
che la risposta immune T verso p1L/PPE44 contribuisca a contenere l’infezione tubercolare, 
mentre gli individui che non sono in grado di instaurare tale risposta sono più facilmente 
soggetti a sviluppare la malattia attiva. 
Uno degli aspetti interessanti e promettenti relativi alla immunogenità del peptide p1L 
è il fatto che p1L veniva riconosciuto dalla maggior parte dei soggetti PPD+ analizzati, 
suggerendo che tale peptide è in grado di legarsi a diversi alleli umani HLA. Lo studio del 
profilo allelico dei soggetti PPD+ ha infatti mostrato una ampia eterogeneità 
nell’espressione delle molecole HLA-DR e HLA-DQ, indicando quindi che il peptide p1L 
potrebbe rientrare nella categoria dei cosiddetti peptidi “promiscui”, peptidi capaci di 
legarsi ad alleli HLA-DR multipli. All’interno della loro sequenza, tali peptidi hanno 
tipicamente un motivo di 6 aminoacidi, denominato P1-P6, caratterizzato dalla presenza di 
un residuo aromatico o idrofobico in posizione 1 e di un residuo piccolo o idrofobico in 
posizione 6 (Southwood et al, 1998). In base alla sequenza del peptide p1L 
(VDFGALPPEVNSARMYGGAG), tale motivo può essere individuate in quattro posizioni, 
ovvero 1-6, 3-8, 6-12, 10-16, includendo quindi il dominio immunodominante interno aa 3-
12. I peptidi promiscui sono stati ricercati e descritti sia tra gli antigeni micobatterici 
(Panigada et al, 2002; Mustafa, 2010), sia in altri antigeni (Caro-Aguilar et al, 2002). La 
peculiarità di tali peptidi permette di superare il problema legato all’alto grado di 
polimorfismo delle molecule HLA-DR espresso nella popolazione umana ed è per questo 
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che essi rappresentano degli ottimi candidati per lo sviluppo di nuovi vaccini e per 
l’allestimento di test diagnostici.  
Tra le proteine PPE di M. tuberculosis, altre tre si sono dimostrate in grado di conferire 
protezione nei confronti di M. tuberculosis in modelli animali. In particolare: (i) PPE14 
(Rv0915c/Mtb41), che si è dimostrata un potenziale candidato per lo sviluppo di un nuovo 
vaccino (Skeiky et al, 2005); (ii) PPE18 (Rv1196/Mtb39A),  che costituisce un componente 
del vaccino a subunità Mtb72F e recentemente ha superato la fase 2 di sperimentazione 
clinica mostrando una buona tollerabilità e la capacità di indurre un’intensa risposta T negli 
adulti sani (Skeiky et al, 2004; Von Eschen et al, 2009); (iii)  PPE42 (Rv2608), che è inclusa 
nella proteine di fusione ID83 e ID93, che inducono protezione in diversi modelli animali 
(Baldwin et al, 2009; Bertholet et al., 2008; Bertholet et al, 2010); in particolare, Dillon e 
colleghi (Dillon et al, 1999) hanno dimostrato una risposta linfoproliferativa in soggetti 
umani PPD+ nei confronti del peptide aa1-20 della PPE18, che corrisponde esattamente alla 
regione PPE identificata come epitopo immunodominante T CD4+ nel presente studio. 
Infatti, l’analisi in silico ha dimostrato che la sequenza aminoacidica dell’epitopo 
immunodominante p1L presenta un alto grado di omologia  (dal 60% all’85%) con la 
corrispondente porzione di 30 proteine PPE di M.tuberculosis; in particolare, p1L condivide 
16 aminoacidi identici con la sequenza N-terminale di 20 aminoacidi di PPE18 (omologia 
80%), 15  aminoacidi identici con la sequenza di 20 aminoacidi N-terminale di PPE14 
(omologia 75%) e 13 aminoacidi identici con la sequenza di 20 aminoacidi N-terminale di 
PPE42 (omologia 65%). Tali percentuali di omologia aumentano ulteriormente fino al 90% 
considerando la sequenza corrispondente al peptide interno al p1L di 10 aminoacidi, 
identificato nel presente studio come dominio immunodominante. Quindi, è possibile 
ipotizzare che la forte reattività osservata nei confronti del peptide p1L della proteina 
PPE44 nei soggetti sani PPD+ sia in parte attribuibile ad una cross-reattività con altre 
proteine PPE. Tali considerazioni, rendono le proteine PPE, ed in particolare i domini 
immunodominanti N-terminali, dei promettenti antigeni candidati per lo sviluppo di nuovi 
vaccini anti-tubercolari a subunità. 
La risposta immune verso la proteina PPE44 potrebbe anche rappresentare la base per 
la diagnosi immunologica di infezione tubercolare. Da oltre 100 anni l’infezione tubercolare 
latente è diagnosticata mediante l’impiego del test cutaneo della tuberculina, che misura in 
vivo la reattività alla tuberculina o PPD, una miscela di antigeni micobatterici, alcuni dei 
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quali sono comuni a micobatteri non-tubercolari e al ceppo vaccinale M.bovis BCG. 
Recentemente, è stata messa a punto una nuova generazione di test immunologici 
alternativi basati sul rilascio di IFN-γ da parte dei PBMC stimolati in vitro con gli antigeni 
specifici di M.tuberculosis ESAT-6 e CFP-10, che permettono di distinguere i soggetti infetti 
con M.tuberculosis dai soggetti vaccinati con BCG o reattivi a micobatteri non tubercolari 
(Pai et al, 2008; Parkash et al, 2009).  Tuttavia, la sensibiltà sia del test cutaneo che dei test 
basati sul rilascio di IFN-γ non è ottimale, e nessuno di questi test è in grado di distinguere 
tra infezione latente e malattia attiva (Ahmad, 2010).  In tale contesto, la proteina PPE44 
potrebbe rappresentare un valido reagente per la diagnosi immunologica della TB latente, 
e il suo peptide p1L o il dominio immunodominante in esso contenuto potrebbero 
addirittura essere ancora più utili dell’intera proteina ricombinante; infatti, la reattività dei 
linfociti T è spesso più elevata nei confronti di peptidi sintetici rispetto a proteine 
ricombinanti (Tesfa et al, 2004). Nel loro insieme, i dati riportati nella presente tesi di 
Dottorato indicano che una risposta T CD4+/IFN-γ+ nei confronti della proteina PPE44 e del 
peptide p1L si osserva nei soggetti PPD+ con infezione latente, ed in una piccola 
proporzione di soggetti vaccinati con BCG, ma non nei pazienti con TB attiva. Tali risultati, 
sebbene preliminari, rendono il peptide p1L, in associazione con altri antigeni TB specifici, 
un valido candidato per distinguere i casi di TB latente da quelli di TB attiva. 
Nella seconda parte del lavoro di tesi, è stato approfondito il ruolo immunologico della 
proteina PPE44 nell'infezione tubercolare umana mediante la valutazione dell’interazione 
di PPE44 con le DC, cellule dell’immunità innata che svolgono un ruolo fondamentale nel 
dirigere la risposta immune anti-tubercolare verso un fenotipo protettivo o patologico. 
Infatti, recenti dati di letteratura suggeriscono che le proteine appartenenti alla famiglia 
delle PPE possano svolgere un ruolo importante nell’interazione ospite-parassita, 
modulando la risposta immunitaria innata dell’organismo durante l’infezione tubercolare e 
quindi contribuendo alla regolazione del corso clinico della malattia (Bansal et al, 2010b; 
Chaitra et al, 2008; Mishra et al, 2008; Tundup et al, 2008). Poiché le DC sono cellule 
presentanti l’antigene fondamentali nella risposta immunitaria innata ed acquisita, è stato 
valutato se PPE44 potesse in qualche modo regolare la maturazione di tali cellule. Le DC 
sono i principali mediatori responsabili dell’innesco e dell’attivazione della risposta immune 
in seguito all’infezione tubercolare. Se da una parte l’attivazione di una risposta protettiva 
mediata dai linfociti T CD4+ sembra essere regolata ed innescata dalla presentazione 
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antigenica mediata dalle DC, è anche vero che durante l’infezione tubercolare alcuni 
antigeni micobatterici possono interferire con la maturazione delle DC e con le loro 
funzioni effettrici, favorendo l’evasione del micobatterio dal sistema immunitario (Mũnz et 
al, 2005; Reis e Sousa, 2006; Anis et al, 2008; Natarajan et al, 2003; Wolf et al, 2007). 
L’interazione delle DC con antigeni tubercolari secreti o associati alla parete è stata oggetto 
di diversi studi sia nell’uomo che in modelli sperimentali murini. E’ stato infatti dimostrato 
che alcuni antigeni di secrezione, ESAT-6, CFP-10, MPT64 e Ag85b, inducono il 
differenziamento delle DC a partire dai loro precursori monocitari e la loro maturazione in 
DC mature (Latchumanan et al, 2002; Natarajan et al, 2003). Recentemente, è stato inoltre 
dimostrato l’effetto maturativo sulle DC da parte delle proteine PE_PGRS11 e PE_PGRS17, 
membri della famiglia di proteine PE (Bansal et al, 2010a). Infine, tra le proteine PPE, PPE34 
si è dimostrata in grado di indurre la maturazione delle DC, in associazione con la 
secrezione di citochine anti-infiammatorie polarizzanti una risposta di tipo Th2 (Bansal et 
al, 2010b). Per un’altra proteina micobatterica (hsp70), invece, è stato dimostrato un ruolo 
nell’inibizione della maturazione delle DC, suggerendo una funzione immunosoppressiva di 
tale antigene (Motta et al, 2007). 
I dati ottenuti nella presente tesi, non hanno dimostrato effetti fenotipici e funzionali a 
seguito dell'interazione tra PPE44 e DC, dal momento che la proteina completa rPPE44 o il 
suo dominio C-terminale di 222 aminoacidi PPE44160-382 non si sono dimostrati in grado di 
indurre o inibire la maturazione delle DC. Va comunque tenuto presente che, mentre il 
dominio PPE44160-382 era stato ottenuto in forma nativa, la proteina ricombinate utilizzata 
in tali esperimenti era rappresentata dalla forma denaturata. Questo potrebbe influire 
significativamente sulla sua potenziale capacità di modulare l’attività delle DC. È 
ipotizzabile che la forma nativa di PPE44 presentata in vivo alle DC nel sito d’infezione 
possa al contrario avere un effetto fenotipico e funzionale sulle DC. Un altro aspetto da 
considerare è che l’attivazione della risposta immune innata è innescata da recettori, quali i 
TLRs, che riconoscono molecole presenti sulla superficie degli agenti infettivi, altamente 
conservate all’interno di grandi classi di microrganismi e per questo definiti “Pathogen 
associated molecular patterns” (PAMPs) (Trinchieri e Sher, 2007). In particolare, il TLR2 
svolge un ruolo fondamentale nell’attivazione della risposta immune infiammatoria nel 
corso dell’infezione tubercolare (Pecora et al, 2006; Means et al, 1999; Almeida et al, 
2009). L’attivazione del TLR2 sulla superficie delle DC mediata dal riconoscimento di 
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particolari proteine micobatteriche ha un ruolo chiave nella maturazione funzionale di tali 
cellule, così come è stato dimostrato nell’ambito delle proteine PE e PPE (Bansal et al, 
2010a; Bansal et al, 2010b). Affinchè il riconoscimento possa avvenire è tuttavia necessario 
che la proteina micobatterica abbia i motivi caratteristici dei PAMPs. È dunque probabile  
che la proteina PPE44 non abbia i tipici motivi strutturali dei PAMPs riconosciuti dai TLRs, o, 
altrimenti, che tali motivi siano localizzati nella porzione N-terminale della proteina non 
contenuta nel dominio PPE44160-382. Per chiarire l’effettiva potenzialità della proteina PPE44 
nel modulare l’attività delle DC saranno necessari esperimenti volti a valutare l’interazione 
delle DC con la proteina PPE44 intera e in forma nativa. 
In conclusione, i dati mostrati nella presente tesi di Dottorato, relativi allo studio del 
ruolo immunologico della proteina PPE44 in modelli umani ex-vivo, hanno permesso di 
chiarire alcuni aspetti del ruolo di PPE44 nell’infezione tubercolare umana. In particolare, è 
stato identificato l’epitopo immunodominante di PPE44, il cui ruolo immunologico merita 
di essere approfondito ai fini di un potenziale impiego quale antigene protettivo in un 
vaccino a subunità, nonché per lo sviluppo di nuovi sistemi diagnostici volti alla 
determinazione dell’infezione tubercolare latente.  
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